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RESUMEN

Las vacunas como cualquier medicamento, requieren una forma farmacéutica que
garantice y facilite su produccion, almacenamiento y especialmente que permita
conservar su actividad bioldgica a largo plazo. En este estudio se desarrollaron dos
formas farmaceéuticas para la administracion oral e intranasal del sistema vacunal
almidén-DFAtag-antigenos, constituido por una proteina antigénica (el fragmento C
de la toxina del tétanos (Tc)) fusionada con un Dominio de Fijacion al Almidén
(DFAtag) que permite la inmovilizacion del antigeno a microparticulas de almidén,
las cuales sirven como vehiculo para su administracidn via oral e intranasal. Para la
via oral se fabricaron comprimidos con recubrimiento entérico y para la via
intranasal una suspension con un disolvente mucoadhesivo. Para ambas formas
farmacéuticas se evalud la integridad mediante las técnicas de SDS-PAGE y
western blot, donde se pudo corroborar cualitativamente que la proteina
recombinante conservo su integridad en cada una de las formulaciones, por lo que
se procedié a evaluar su eficacia en un modelo animal. La evaluacién in vivo se
realiz6 en conejos raza Nueva Zelanda sanos de 1.5 kg, que fueron inmunizados
por las vias oral e intranasal en un esquema convencional de tres inmunizaciones
con intervalo semanal y un refuerzo al dia 35, con la vacuna con y sin forma
farmacéutica. En todos los casos se evalud la respuesta sistémica de anticuerpos
lgG antigeno especifica (anti-Tc), observandose que el titulo fue mayor para los
grupos que recibieron la vacuna sin forma farmacéutica. También se evalu6 la
respuesta inmune celular, mediante la cuantificacion de la citocina INF-y en cultivo
de células de bazo de los conejos inmunizados, encontrandose que la vacuna, sin
importar si se encontraba incluida o no en la forma farmacéutica, no inducia dicha
respuesta en los conejos. Este trabajo representa el primer reporte que corrobora la
inmunogenicidad y seguridad del sistema vacunal almidén-DFAtag-antigenos, en
un modelo animal mas grande y que a diferencia del ratén no es singénico. También
representa la primera aproximacion de formulacién de esta vacuna preparada a
base de almidén, y abre prospectivas para la busqueda de una formulacién
adecuada.
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1. INTRODUCCION

La vacunacion es una herramienta esencial para la proteccién y erradicacion de
enfermedades, sin embargo, el desarrollo de vacunas eficaces que a su vez sean
seguras y de facil aplicacion es dificil. Las vacunas de subunidades, preparadas a
base de ADN, proteinas o péptidos, ofrecen una alternativa mas segura, sin
embargo, su eficacia protectora es baja por lo cual se requiere el uso de adyuvantes
(Garcon et al., 2012). Los adyuvantes son moléculas que se adicionan a un antigeno
para potenciar su inmunogenicidad, se pueden clasificar en inmunoestimulantes
tales como citocinas, lipopolisacarido (LPS), oligodeoxinucléotidos (CpG), B-
glucanos y otros ligandos de receptores tipo Toll (TLRs) presentes en las células
presentadoras de antigenos (CPAs), y en vehiculos tales como las sales minerales,
las emulsiones y los sistemas particulados (liposomas, complejos inmunes
(ISCOMSs), particulas tipo virus (VLPs) y nano y microparticulas poliméricas) que a
su vez pueden ser disefiados como vehiculos inmunoestimulantes (Reed et al.,
2009). Los sistemas particulados permiten el transporte del antigeno, retener su
actividad y prevenir su degradacion aun cuando son administrados por vias como
la oral (Perrie et al., 2008; Moreno & Rodriguez, 2016).

Recientemente en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM se
desarroll6 y patentdé un vehiculo de antigenos con propiedades adyuvantes
preparado a base de almidén, ideal para la vacunacion oral e intranasal (Rodriguez
et al., 2017; Guillén et al., 2014; Moreno-Mendieta et al., 2014). Este sistema
consiste en microparticulas de almidén y un tallo proteico, que es un Dominio de
Fijacién al Almidén (DFAtag) que permite la inmovilizacién de los antigenos
fusionados, denominado en lo sucesivo almidén-DFAtag-antigenos. El sistema se
ha evaluado con varios antigenos provenientes de microorganismos patégenos
como Mycobacteriun tuberculosis y Clostridium tetani, demostrandose en ratones
que su administracion oral o intranasal permite la llegada de los antigenos al tejido
linfoide asociado a mucosas con la consecuente induccién de respuesta inmune
especifica (Guillén et al., 2014; Moreno-Mendieta et al., 2014).
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Las principales caracteristicas y ventajas de este sistema son su biodegradabilidad,
biocompatibilidad, inocuidad y facilidad de preparacién, las cuales se pretende
conservar y aprovechar para el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas para
vacunas. En el presente trabajo se propone desarrollar dos formas farmacéuticas
para el sistema vacunal (almidon-DFAtag-antigenos) que garanticen la integridad
estructural del mismo y conservar su actividad bioldgica para su administracion oral
e intranasal, asi mismo se evaluara por primera vez su potencial inmunogeénico en
conejos raza Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus) que no son genéticamente
idénticos y que por su tamano facilitan la administracién de la vacuna por ambas

vias.

2. ANTECEDENTES

2.1. Sistema Vacunal almidon-DF Atag-Antigenos

El sistema vacunal almidon-DFAtag-Antigenos es un sistema integrado por dos
componentes que consiste en microparticulas de almidén y un tallo de
inmovilizacibn no covalente de antigenos recombinantes. La etiqueta de
inmovilizacién es una proteina disefiada a partir de un Dominio de Uni6n al Almidén
(Rodriguez et al., 2017) que tiene capacidad de unidén especifica al almidén
insoluble, y que ha permitido el desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas como la
purificacion de proteinas recombinantes directamente sobre el almiddén o analogos
(Guillén et al., 2013) y el uso de las microparticulas de almidén como vehiculo para
la administracién oral e intranasal de antigenos (Guillén et al., 2014; Moreno-
Mendieta et al., 2014) (Figura 1).

12



Caracterizacién Fisico-
Quimica del DFAtag
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2014) y prueba de
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Figura 1. Linea del tiempo del desarrollo del sistema vacunal almidén-DFAtag-Antigenos, [IB-UNAM.

Se ha reportado que la inmovilizacion de proteinas o péptidos en microparticulas
poliméricas permite su transporte y administracién a través de mucosas para
mantener la actividad y prevenir o retrasar su degradacién enzimatica (Pierre et al.,
2008). Por lo tanto, la utilidad del sistema almidon-DFAtag para transportar
antigenos y su potencial adyuvante se evalu6 en ratones sanos con proteinas de
microorganismos que infectan por via oral y nasal. Por una parte, el fragmento C
de la toxina del tétanos (Tc) se fusiond con el DFAtag y se inmovilizd en
microparticulas de almiddén para su posterior administracion por via oral. Los
resultados mostraron que la proteina recombinante (TcDFAtag) a dosis de 25y 75
Hg indujo mayor produccién de anticuerpos séricos IgG contra Tc, indicando que el
sistema permitié el transporte del antigeno hasta los sitios de reconocimiento e
induccion de respuesta inmune en mucosa intestinal (Guillén et al., 2014) (Figura
2A). En otra aproximacion, por via nasal se administro la proteina alfa cristalina (Acr)
de M. tuberculosis, también fusionada al DFAtag e inmovilizada en las
microparticulas de almiddn. Los resultados mostraron que por esta via también era

posible inducir respuesta sistémica de anticuerpos especificos hacia el antigeno Acr
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y que con la fusion y la inmovilizacién se puede mejorar la respuesta al antigeno
recombinante solo, que en las condiciones experimentales resulté pobremente
inmunogénico (Moreno-Mendieta et al., 2014) (Figura 2 B).

(A)
(B)
6509 —=— Control
6004 —v- 25pg TcDFAtag libre 280+
5504 —v 75Hg TcDFAtag libre
s004 ~© 25ug TcDFAtag adsorbida
aso] " 75Hg TeDFAtag 265 7]
adsorbida ! !
73 400+ :éT ]
~§'350. §) 2504
S— a [
p 300 % 160.04
2 2504 K=
120.04 .
200.
150 80.0+
1004 40.04
50- ooleflll o '.'I""i.HJ.‘*.
0 = . . . . s = < 259 25ug 25 g Acr A‘S.oo‘;z A‘S(.l&g §0 119 Acr
Acr-DF. Acr-DF, r: 1.
0 5 10 15 D'ZO 25 30 35 40 Imﬁli&z;%a c::m&” inmoviliu’da IibnAw
1as

Figura 2. Anticuerpos IgG séricos (A) anti-Tc en ratones inmunizados por via oral con 25y 75 ug
de proteina TcDFAtag libre y adsorbida en almidén. (B) anti-Acr en ratones inmunizados por via
intranasal con 25 y 50 pg de Acr y Acr-DFAtag libre y adsorbida en almidén. Imagenes tomadas

con permiso de los autores (Guillén, 2014; Moreno-Mendieta, 2014).
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3. MARCO TEORICO
3.1  Vacunas

Las vacunas han sido una de las mejores estrategias para prevenir enfermedades
infecciosas, repercutiendo favorablemente en la salud publica al evitar la muerte de
millones de personas y erradicando enfermedades causadas por microorganismos
patdgenos a nivel mundial (Bastola et al., 2017). De acuerdo con la definicidn de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las vacunas son “cualquier preparado
destinado a generar inmunidad contra una enfermedad estimulando la produccién
de anticuerpos o inmunidad celular”.

El desarrollo de las vacunas comenzd con un enfoque empirico al no tener claro el
mecanismo por el que se adquiria inmunidad a ciertas enfermedades infecciosas,
sin embargo, los métodos de obtencién de las vacunas fueron cambiando a través
de los anos junto con los conocimientos en el area de inmunologia y microbiologia,
asi como también con los avances tecnolégicos (Morefield et al., 2011). A mediados
del siglo XIX Louis Pasteur desarrolld6 una técnica para atenuar a los
microorganismos patdégenos al someterlos a condiciones adversas (oxigeno o al
calor), aunque la técnica mayormente empleada es la de pases continuos de
microorganismos en medios de cultivo para obtener una cepa atenuada, esta fue
desarrollada por Calmette y Glérin utilizando al microorganismo Mycobacterium
bovis (Plotkin, 2014). El desarrollo de las vacunas se vio favorecido al poder
inactivar bacterias enteras mediante calor o compuestos quimicos, debido a que la
inmunogenicidad se podia mantener si se realizaba adecuadamente el proceso,
ademas de ser mas seguras al no tener al microrganismo vivo con la posibilidad de
una reversion de su virulencia (Plotkin, 2014). Una revolucién sucedié a mediados
del siglo XX al descubrir que las células podian cultivarse in vitro permitiendo la
seleccion de mutantes de microorganismos atenuados, se comenzd un desarrollo
racional de vacunas el cual se ligaba con el conocimiento acerca de la proteccion
inmunolégica mediada por anticuerpos (Plotkin & Plotkin, 2011). Con las continuas
investigaciones se observé que muchos patdégenos estaban rodeados por una
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capsula de polisacaridos y que los anticuerpos que respondian contra la capsula
promovian fagocitosis, sin embargo, no generaban respuesta inmunol6gica en
lactantes por lo que se acoplaron a proteinas aumentando la respuesta inmune
(Plotkin & Plotkin, 2011). Durante las décadas de 1970 y 1980 se introdujeron las
vacunas formuladas con proteinas purificadas o polisacaridos capsulares, que ya
no aportaban células o microorganismos completos, sino una pequefa parte de los
mismos, suficiente para crear respuesta inmune frente a la enfermedad (Carrizo,
2008). Otra estrategia que cambié el desarrollo de las vacunas fue cuando se
comenzéd a implementar la ingenieria genética y permitio la produccidén de antigenos
candidatos para vacunas en levaduras, bacterias, células de animales y de
vegetales que producen un antigeno en cultivo, con el objetivo de hacer a los
antigenos menos reactogénicos pero manteniendo su inmunogenicidad (Plotkin &
Plotkin, 2011) como la vacuna contra la hepatitis B, autorizada en 1986 (Quevedo,
2008).

3.1.1 Clasificacion de las vacunas
Las vacunas se pueden clasificar en tres grandes grupos de acuerdo con la

tecnologia de produccion del antigeno. El primer grupo son las vacunas vivas o
atenuadas, en las cuales el patdégeno se encuentra entero y debilitado mediante
inoculaciones o siembras repetidas en medios de cultivos (tales como las vacunas
contra la viruela, la fiebre amarilla, el sarampién, las paperas, la rubeola, la varicela).
El segundo grupo incluye vacunas muertas o inactivadas a través de procesos
fisicos como calor o con compuestos quimicos como formaldehido (como las
vacunas contra difteria y el tétanos). El tercer grupo incluye las vacunas de
subunidades y conjugadas las cuales utilizan una parte especifica del
microorganismo como una proteina o un carbohidrato capaz de estimular el sistema
inmune (como la vacuna recombinante contra la hepatitis B, la vacuna de hidratos
de carbono contra neumococo y la vacuna conjugada contra Haemophilus

influenzae tipo B o meningococo) (Pulendran et al., 2011).
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3.1.1.1 Vacunas de Subunidades

Las vacunas de subunidades contienen sélo las partes antigénicas del patégeno,
las cuales provocan una respuesta inmune protectora. Se purifican a partir de
microorganismos, se producen mediante técnicas de ADN recombinante o pueden
ser péptidos sintetizados quimicamente. Dentro de las vacunas de subunidad con
licencia se encuentran la vacuna contra hepatitis B (VHB) aprobada por la FDA en
1986, la cual se desarrolld a partir de un sistema de expresion recombinante del
antigeno de superficie (HBsAg) en células de la levadura Saccharomyces cerevisiae
(Nelson et al., 2013). Dos vacunas contra el virus de papiloma humano (VPH) se
han autorizado Gardasil®/Silgard® aprobada en el 2006 y Cervarix® en el 2007, las
cuales se elaboraron mediante tecnologia recombinante obteniendo la proteina
antigénica L1, la cual es parte de la capside viral y es especifica para cada tipo de
VPH, se producen en células de levaduras o de insectos (Stillo et al., 2015).

Las vacunas de subunidades reducen el riesgo de eventos adversos tales como
reversiones espontaneas de vacunas atenuadas (como la vacuna contra polio que
se ha relacionado con paralisis), invaginacién intestinal (asociada con la vacuna
contra el rotavirus) y la desnaturalizacion de péptidos antigénicos de vacunas
inactivadas (Karch et al., 2016). Sin embargo, las vacunas atenuadas tienen una
mejor respuesta debido a que expresan multiples antigenos, por lo cual para que
una vacuna de subunidad sea igual de eficaz requiere el uso de adyuvantes que
potencien la respuesta inmune (Karch et al., 2016; De Temmerman et al., 2011).

3.1.1.2 Adyuvantes y sistemas de entrega

Los adyuvantes en las vacunas son macromoléculas que se usan para aumentar,
acelerar y prolongar la respuesta inmune especifica hacia los antigenos
(EMEA/CHMP/VEG/134716/2004; Leroux-Roels,2010). Con su inclusiéon en la
formulacion de una vacuna también se esperan otros beneficios como la induccion
de memoria inmunolégica, la reduccion en la cantidad de antigeno utilizado y en el

namero de dosis administradas y la optimizacién de la respuesta en individuos
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inmunoldgicamente inmaduros como neonatos y lactantes, inmunosuprimidos o
ancianos (Garcon et al., 2011). Se pueden utilizar diferentes criterios para agrupar
los adyuvantes ya sea de acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas, su origen y
mecanismo de accion. De acuerdo con su mecanismo de accion, los adyuvantes se
pueden dividir en inmunoestimulantes que activan a las células del sistema inmune
innato a través de su union a los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs
por sus siglas en inglés) o directamente como en el caso de las citocinas,
lipopolisacarido (LPS), oligodeoxinucléotidos (CpG), B-glucanos y otros ligandos de
receptores tipo Toll (TLRs) presentes en las células presentadoras de antigenos
(CPAs), y en vehiculos o sistemas de entrega tales como las sales minerales, las
emulsiones y los sistemas particulados (liposomas, complejos inmunes (ISCOMs),
particulas tipo virus (VLPs) y nano y microparticulas poliméricas (Tabla 2) que a su
vez pueden ser disefiados como vehiculos inmunoestimulantes (Apostélico et al.,
2016; Reed et al., 2009).

Tabla 1. Sistemas de entrega de antigeno

Grupo Tipo Ejemplos Usos
Vehiculos Sales minerales [Sales de aluminio (fosfato e hidréxido de[Vacunas contra hepatitis A (VHA), hepatitis B (VHB), difteria/tétanos/tos ferinal
aluminio) (DTP), virus del papiloma humano (VPH), Haemophilus influenza tipo B (HIB) y

neumococo (Apostélico et al., 2016)

Emulsiones 1) MF 59 es una emulsion de aceite en|1) Vacuna contra la gripa (Fluad™, Seqirus), también fue aprobado para la|

agua contiene escualeno vacuna pandémicaH1N1, vacuna contra VHB (Garcon et al., 2011)

2) AS03 es una emulsién de aceite en agual2

Su primer uso en humanos fue en la vacuna contra la malaria, de forma

contiene  a-tocoferol, escualenc mas reciente se ha utilizado en vacunas contra la influenza (Apostdlico eff

polisorbato 80 al., 2016)
Sistemas 1) Liposomas 1) Sin licencia
particulados . X .
2) Virosomas 2) Actualmente hay cinco vacunas con licencia: Inflexal V, Nasalflu e Invivac para

o . influenza y Epaxal para hepatitis A (Apostolico et al., 2016)
3) Complejos inmunoestimulantes (ISCOMs)

. o ) 3) Diversos estudios se han realizado para el uso de ISCOM en humanos sin
4) Particulas similaresa virus (VLP)
embargo, solo estan aprobados para uso veterinario (Bebbala et al., 2016).

5) Nano y microparticulas
4) Hay pocas vacunas disponibles que contegan dentro su formulacion VLPs|

incluyen Engerix’ Recombivax (Hepatitis B), Cervarix/ Gardasil (HPV), |
Mosquirix (Malaria) (Apostdlico et al., 2016)

5) Sin lincencia
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Dentro de los sistemas de entrega de antigenos se encuentran los sistemas
particulados, los cuales se han estudiado como portadores de antigenos debido a
que: 1) imitan la naturaleza particulada de los patégenos, asi como su tamafno que
va de nano a micrédmetros por lo que facilita el reconocimiento y captacion por parte
de las células presentadoras de antigenos (CPAs), las cuales generalmente
internalizan a través de fagocitosis a los patégenos de 0.5-10 um de tamarno
induciendo una mejor respuesta en comparacién con los antigenos solubles; 2)
protegen de la degradaciéon de enzimas proteoliticas; 3) tienen la capacidad de
estimular la presentacidon cruzada, permitiendo la presentacion de los antigenos
extracelulares tanto en complejo principal de histocompatibilidad (CPH) clase | como
de clase Il para la posterior induccién de respuestas efectoras de linfocitos tanto
CD8+ como CD4+ (De Temmerman et al., 2011; Bobbala & Hook, 2016). Estos
sistemas también ofrecen la posibilidad de entregar a las CPAs cantidades
relativamente grandes de antigenos en simultdneo con moléculas
inmunoestimulantes, ya que ambos pueden estar asociados a las particulas o las

particulas ser inmunoestimulantes per se (De Temmerman et al., 2011).

Las nano y microparticulas poliméricas se han estudiado por su potencial como
portadoras de vacunas. Ademas de tener caracteristicas como ser biodegradables
y biocompatibles, se pueden preparar a partir de una amplia variedad de polimeros
naturales, sintéticos y copolimeros que les confieren diversas formas, tamafno y
carga superficial (Vartak & Sucheck, 2016). Entre los polimeros sintéticos
investigados como adyuvantes en vacunas se encuentran: poli (lactida-co-glicolida)
(PLG), acido (polilactico) (PLA), acido(polilactico-co-glicélico) (PLGA), &cido
poliglutamico, polietilenglicol y poliestireno. También se han estudiado los polimeros
naturales como el quitosano, inulina, pululano, alginato (Zhao et al., 2014), almidén
(Guillén et al., 2014& Moreno-Mendieta et al., 2014) y copolimeros como el almidén
con acido poliacrilico (Coucke et al., 2009). Los estudios también han demostrado,
que las microparticulas del tamano de 10-100 um ejercen su efecto adyuvante
mediante la formacion de depdsitos que consiste en la union (ya sea que se atrapen,
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adsorban o agreguen) con antigenos, liberandolos lentamente durante un largo
periodo de tiempo, mientras que las nanoparticulas y las microparticulas pequefias
(50 nm a 10um) son facilmente captadas por las CPAs (Bobbala &Hook, 2016)

3.1.2 Vias de administracion de las vacunas

La via de administracion comunmente empleada para las vacunas es la parenteral
aplicadas a nivel intramuscular (como la vacuna contra hepatitis B), subcutanea
(como la vacuna contra sarampion, rubéola y paperas) e intradérmica (como la
vacuna contra tuberculosis) (Moreno, 2010). La administracién mas frecuentemente
aplicada de las parenterales es a nivel intramuscular debido a que hay una mejor
vascularizacién del muasculo en comparacion con el tejido subcutaneo e
intradérmico, esta ruta se ha usado para administrar vacunas en esquemas de una
dosis primaria seguida de dosis de refuerzo administradas por una ruta diferente.
La ruta subcutédnea se ha utilizado especialmente para vacunas atenuadas, debido
a que por esta via se pueden inyectar grandes volumenes y el dolor es menor
comparado con la inmunizacién intradérmica. Sin embargo, a nivel intradérmico la
actividad de las vacunas se ve favorecida debido a que en esta capa de la piel se
encuentran mastocitos y células inmunes de Langerhans (Bobbala et al., 2016). Las
vacunas también se administran por via mucosa oral (como la vacuna contra

rotavirus) o por via mucosa nasal (como la vacuna contra influenza) (Moreno, 2010).

3.1.2.1 Vacunas mucosales

La inmunizacién via mucosas oral y nasal es una altenativa a la inmunizacién
parenteral, ya que permite estimular al sistema inmune a nivel sistémico y local de
forma simultanea, gracias a la organizacion y caracteristicas que presenta el tejido
linfoide asociado a mucosas (MALT) (Pawar et al, 2013). EI MALT esta conformado
por el tejido linfoide asociado a nariz (NALT), el tejido linfoide asociado a bronquios
(BALT), el tejido linfoide asociado a intestino (GALT) y el tejido linfoide asociado al
tracto genitourinario (GENALT), los cuales son sitios que inducen la respuesta
inmune debido a que estan cubiertos por epitelio especializado denominado epitelio
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folicular asociado (FAE), que contiene células membranosas (M) y células
dendriticas (CDs) responsables de la captura, transporte y procesamiento de
antigenos, las células dendriticas activadas drenan de la mucosa a los ganglios
linfaticos y al bazo conduciendo a la estimulacion de una respuesta inmune
sistémica (Tabla 2) (Lycke, 2012).

Tabla 2. Organizacién del tejido linfoide asociado a mucosas (Lycke, 2012)

Sistema linfatico e inmunitario Caracteristica
Medula 6sea y timo Tejido linfoide
primarios
Tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) Tejido linfoide
secundario
Tejido linfoide Tejido linfoide Tejido linfoide Tejido linfoide asociado | Tejido linfoide
asociado al asociado a nariz asociado a bronquios a tracto genitourinario organizado
intestino (NALT) (BALT) (GENALT) (foliculos).
(GALT) Sitio inductor
Lamina propia de la mucosa Tejido linfoide
difuso.
Sitio efector

La organizacién de este tejido determina el disefio de la vacuna o farmaco para administrar por mucosas ya que
es diferente del resto del sistema inmune.

Sin embargo, hay una serie de barreras que superar para inmunizar via mucosas,
en el caso de la via oral son las condiciones del tracto gastrointestinal (pH, enzimas)
que pueden degradar al antigeno, también la predisposicion del GALT a ser
tolerogénico o hiporeactivo asi como la baja permeabilidad del epitelio intestinal
para macromoléculas biolégicas. En el caso de la inmunizacién nasal, el
aclaramiento mucociliar limita la absorcién eficiente del antigeno por la mucosa
nasal y la adecuada presentacién del antigeno al NALT, el cual tiene el potencial de
inducir respuestas inmunes humorales y celulares (Kharenko et al., 2009).
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Entre las ventajas que la inmunizacion via mucosa tiene, esta su facil

administracion, lo que permite prescindir de personal calificado, ademas de evitar la

contaminacién cruzada por el uso de agujas, también resulta eficaz para brindar

comodidad a los usuarios y el apego a los esquemas de vacunacion (Davitt & Lavelle

2017). La primera inmunizacién a través de la superficie mucosa se realizd con

poliovirus atenuado en 1962 (Apostdlico et al.,, 2016). Actualmente hay siete

vacunas no parenterales aprobadas por FDA, cinco son de administracién oral

(vacunas contra poliomielitis, adenovirus, célera, rotavirus y tifoidea) y dos son

vacunas liquidas para administracion intranasal (ambas vacunas contra influenza)

(Bahamondez-Canas et al,2018). En la tabla 3 se muestran algunas de las

formulaciones de vacunas mucosales comercialmente disponibles.

Tabla 3. Formulaciones de vacunas mucosales comercialmente disponibles (Tlaxca, 2014).

Vacuna

Vacuna Via Oral

Vacuna Via Nasal

Componentes de
la formulacion

Polio Sabin™
Virus atenuado

Rotavirus(RotaTeQ®)
Virus atenuado

Colera (Dukoral®)
Bacteria inactivada

Salmonella typhi (Vivotif®)
Bacteria atenuada

Adenovirus
Virus atenuado

Contra Influenza (Flumist®)

Virus atenuado

Estabilizador

Cloruro de magnesio,
polisorbato 80,Arginina

Suero fetal bovino, sacarosa,

citrato de sodio, fosfato de
sodio acido dihidratado,

hidréxido de sodio, polisorbato

80

Suspension oral:
Fosfato de sodio acido
dihidratado, fosfato de
sodio basico dihidrato,

Cloruro de sodio

Sacarosa, acido ascorbico,

hidrolizado &cido de caseina,

lactosa anhidra

Liofilizado: glutamato
monosadico, sacarosa,
D-manosa, D-fructosa,

dextrosa, albimina
séricahumana, fosfato
de potasio y plasdona C

Glutamato monosodico,gelatina
hidrolizada porcina, arginina,
sacarosa, fosfato de potasio
dibasico, fosfato de potasio

monobasico

Agentes
antimicrobianos

Sulfato de neomicina

Sulfato de polimixina B

Gentamicina

Otros excipientes

Granulado para
suspension oral en
sobre: Bicarbonato de
sodio, Carbonato de
sodio anhidro, Acido
citrico, Citrato de sodio
(Agente efervescente)

Sacarina
sodica(edulcorante)

Aroma de frambuesa

Estearato de magnesio

Capsula: Gelatina, Dioxido

de titanio, Oxido de hierro

amarillo, Oxido de hierro
rojo, Eritrosina.

Recubrimiento de la
capsula:Ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa,,
Dietilftalato, Etilenglicol

Tableta: lactosa,
celulosa microcristalina,
polacrilina de potasio,
estearato de magnesio

Recubrimiento entérico
que consiste en acetato
de celulosa ftalato,
alcohol, acetona y aceite
de ricino.

La tableta Tipo 7
también contiene
amarillo #6.

Forma
farmacéutica

Suspensién oral
(GlaxoSmithK)

Solucién oral (Merck)

Granulado efervescente
para suspension oral
(Valneva)

Liofilizado en Capsulas de
recubrimiento entérico
(PaxVax)

Dos tabletas: una tableta
de Adenovirus Tipo 4 y
una tableta de
Adenovirus tipo 7

(Teva Pharmaceuticals
USA, Inc)

Spray intranasal (AstraZeneca)
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3.1.3 Formulacion de vacunas

Las vacunas dentro de sus formulaciones contienen un componente activo (dosis

antigénicas derivadas de microorganismos, sus toxinas o ambos), ademas estan

compuestas de otras sustancias como adyuvantes, estabilizantes, conservadores,

antibiéticos y trazas de medio de cultivo utilizados en la preparacion de la vacuna

(Caubet et al., 2014) (Tabla 4). Los componentes que conforman la formulacién de

la vacuna dependen del tipo de antigeno (Tabla 5).

Tabla 4. Componentes generales para las formulaciones de las vacunas (Adaptada de Chung et
al., 2013; Caubet et al., 2014).

Componente

Tipo

Antigenos
inmunizantes

Microorganismos vivos o atenuados, muertos o inactivos,
toxoides, proteina recombinante

Medios de cultivo
(proteinas / péptidos)

Huevo de gallina, suero de caballo, murino vy
células de simio, células de rindn de perro, levadura

Aditivos

Antibioticos Neomicina, clortetraciclina, gentamicina,
estreptomicina, eritromicina, kanamicina,
polimixina B, anfotericina B

Conservador Timerosal, 2-fenoxietanol, fenol, cloruro de

bencetonio

Estabilizadores

Gelatina, albimina de suero humano,
mezcla de aminoacidos, glutamato,
glicina, glutamato monosddico, sacarosa,
lactosa, sorbitol, acido ascorbico, fosfato,
polisorbato 80/20, polilinea

Adyuvantes

Sales de aluminio, MF-59, ASO4
(Monofosforil lipido  desaciladc A
+hidroxido de aluminio)
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Tabla 5. Componentes generales de la formulacién de acuerdo al tipo de vacuna (Tlaxca, 2014)

Componentes dela | Vacuna atenuada Vacuna inactiva Vacuna conjugada Vacuna de subunidad
formulacion
Antigeno Contra Sarampidn (Attenuvax®) | Contra la difteria, el tétanos y latos | Vacuna antimeningocacica | Vacuna VHB
ferina (DTP)(ADACEL®) (VA-MENGOC-BC®) (Engerix-B®)
Adyuvante Fosfato de aluminio Hidréxido de aluminio Hidrdxido de aluminio
Estabilizador Gelatina, sorbitol, fosfato de [ ---mrmeeeemeeeees Fosfatos
sodio, sacarosa, suero bovino
fetal, albimina de suero
humano
Conservador 2-fenoxietanol Tiomersal 2-fenoxietanol
Agentes Neomicina
antimicrobianos
Forma farmacéutica Liofilizado estéril Suspensioninyectable Suspensioninyectable Suspension para inyeccion
(Merck) (Sanofi pasteur) (Laboratorio Delta) (GlaxoSmithKline)
3.1.3.1. Formulacién de vacunas atenuadas

En las vacunas atenuadas el microorganismo patégeno se encuentra reducido en
su virulencia, por lo que dentro del huésped provocan una respuesta inmune que
imita la infeccién natural (Plotkin & Plotkin, 2011). La atenuacién del patégeno se
realiza mediante: a) cultivo del patégeno en condiciones poco favorables como
bajas temperaturas, este proceso permite la seleccidon de cepas que mutan para
adaptarse al medio favoreciendo su crecimiento pero perdiendo virulencia, b)
introduciéndolos en una especie diferente a la que infecta es decir, usar un virus
animal para inmunizaciéon en humanos, c) otra técnica usualmente utilizada para
atenuar virus es forzarlos a replicarse rapidamente en pases continuos en cultivos
de tejidos (la vacuna contra la influenza se prepara realizando pases en huevos
embrionados de pollo y en la vacuna original de Sabin contra polio se realizaron los
pases del virus en células epiteliales de rindbn de mono) (Mak & Saunders, 2006).
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Las vacunas atenuadas generan una fuerte respuesta inmune humoral y celular,
ademas de una respuesta a largo plazo y resisten al pH acido y enzimas del
estomago (Tlaxca, 2014).

Para la formulacién de vacunas atenuadas se deben tener varias consideraciones,
al generar una fuerte respuesta inmunolégica no requiere de adyuvantes, también
se deben tomar en cuenta factores que afectan la estabilidad o eficacia del patégeno
como lo es: temperatura, pH y deshidratacion (Tlaxca, 2014). La inestabilidad puede
implicar vias fisicas y quimicas de degradacion, por lo que el uso de estabilizantes
es fundamental, usualmente se utilizan disacéridos (sacarosa y lactosa) como
crioprotectores (Caubet et al,2014). Para mantener un pH éptimo se utilizan
amortiguadores, debido a que la mayoria de las vacunas virales y bacterianas deben
de estar en un rango de 5.5 a 8, por lo que se deben incluir histidinas, succinato,
citrato, fosfato y tris (Tlaxca, 2014). En las vacunas también se utilizan agentes
modificadores de la viscosidad (polimeros, sales y gelatina) y los tensoactivos que
actuan como agentes humectantes evitando la deshidratacion y reduciendo asi la
precipitacion y la degradacion, ademas de facilitar la absorcién (Tlaxca, 2014). Los
agentes antimicrobianos se utilizan para evitar la contaminacion durante el proceso
de fabricacion, diversas vacunas contienen gentamicina, tetraciclina, neomicina,
estreptomicina y polimixina entre otras, la mayoria son eliminados durante el
proceso de purificacion, sin embargo, pueden estar presentes trazas en las vacunas
(Caubet et al., 2014)

3.1.3.2 Formulacion de vacunas inactivas, conjugadas y de
subunidad

Las vacunas inactivas pueden consistir en agentes completos (como la vacuna
inactivada contra la poliomielitis de Salk) o en componentes especificos derivados
del patdgeno (toxoides que son toxinas inactivadas). El patégeno se inactiva por
tratamiento con calor, radiacion o con un agente quimico como el formaldehido. Con

la realizacién correcta de estos procedimientos se mantiene la estructura de los
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epitopos (parte del microorganismo que sera reconocida por un anticuerpo
especifico), pero se eliminan la capacidad del patégeno para replicarse o recuperar
virulencia (Tak et al., 2014). Las vacunas de polisacaridos como las vacunas contra
el meningococo y el neumococo se purifican fisicamente de las capsulas
bacterianas, y se acoplan con proteinas para mejorar su inmunogenicidad (Subodh,
2018). Las vacunas de subunidad contienen un antigeno purificado en lugar de
utilizar al microorganismo completo, se producen mediante técnicas de ADN
recombinante, en la cual los genes que codifican la proteina antigénica se insertan
en un vector (virus o bacterias) para la expresidon del antigeno (Vartak & Sucheck,
2016).
Las vacunas inactivas, conjugadas y de subunidad, no generan una respuesta
inmune tan fuerte como las atenuadas, por lo que requieren dentro de su
formulacidn, adyuvantes como las sales de aluminio que se encuentran en la vacuna
contra difteria, tétanos y tos ferina (ADACEL®), vacuna antimeningocécica (VA-
MENGOC-BC®) y la vacuna contra el virus de Hepatitis B (Engerix-B®). Otros
adyuvantes que se utilizan para vacunas son las emulsiones MF59 compuestas de
aceite de escualeno, polisorbato 80 y ésteres de sorbitano 20 en la vacuna contra
influenza (Fluad®), AS03 compuesta de a-tocoferol, escualeno y polisorbato 80 en
la vacuna contra la influenza (Pandemrix®) y AS04 compuesta de monofosforil lipido
A y alumbre en la vacuna contra el virus de papiloma humano (Cervarix®). También
requieren de conservadores que se adicionan a la formulacion para evitar su
descomposicion o formacion de un contaminante de tipo biolégico que podrian
introducirse durante el uso repetido de los viales multidosis. Las vacunas inactivas,
conjugadas y de subunidad al no generar la misma respuesta inmunolégica que una
atenuada requieren de dosis de refuerzos, por lo que los conservadores en la
formulacién son necesarios, entre los mas utilizados se encuentran 2-fenoxietanol,
timerosal y fenol. Al igual que las vacunas atenuadas, estas vacunas requieren de
un pH éptimo para mantener la estabilidad del antigeno, por lo que también se
emplean amortiguadores que incluyan histidinas, succinato, citrato, fosfato y tris
(Tlaxca, 2014).
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3.1.4 Formas farmacéuticas de las vacunas

Las vacunas se encuentran en formas farmacéuticas en estado liquido
(suspensiones y soluciones) y en estado sdlido (liofilizadas, capsula, tableta,
granulo efervescente) (Tlaxca et al.,, 2014) (Tabla 6). De las vacunas administras
por via parenteral la mayoria son suspensiones para inyectar, ya sea que se
suspenda el liofilizado antes de administrarse o se encuentre en suspension lista
para administrarse (Moreno, 2010). Las formas farmacéuticas liquidas tienen un reto
mayor de estabilidad debido a que los procesos de degradacidén en este medio se
ven favorecidos (Tlaxca et al., 2014). Las formas farmacéuticas sélidas, son mas
estables debido a que se reduce la movilidad de las macromoléculas y se eliminan
las vias de degradacion por hidrolisis (Sheena et al., 2012). Independientemente de
la forma farmacéutica y de la estabilidad de ésta, las vacunas para su
almacenamiento y distribuciéon requieren de la red de cadena fria (Tlaxca et al.,

2014).

Tabla 6. Forma farmacéutica de las vacunas comerciales (Tlaxca, 2014)

Estado de la vacuna Forma farmacéutica Vacuna
Vacuna BCG (Birmex)
Liofilizado
Solida Haemophilusinfluenzae tipo b (Act-HIB®)
Vacuna contra Sarampion (Attenuvax®)
Liofilizado en capsulas Vacuna contra Salmonella typhi (Vivotif®)
Zi?é?it:o con  recubrimiento Vacuna contra adenovirus
Polvo Vacuna contra sarampion, la parotiditis y la rubéola (M-M-RvaxPRO®)
Granulado efervescente Vacuna contra colera (Dukoral®)
Vacuna contra hepatitis B (Engerix-B®)
Vacuna antineumocacica (Prevenar13®)
Suspension Vacuna antimeningocécica (VA-MENGQC-BR®)
Liquidas Vacuna contra difteria, tétanos y tos ferina (ADACEL®)
Vacuna contra el virus de papiloma humano (Cervarix®)
Vacuna contra polio de Sabin ™
Solucion Vacuna contra rotavirus (RotaTeq®)
Spray Vacuna contra influenza (Flumist®)
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3.2. Formas farmacéuticas para la administracion de vacunas mucosales

El principal desafio al desarrollar una vacuna es que ésta sea eficaz (capacidad de
generar inmunidad a largo plazo), segura (en si misma no debe provocar la
enfermedad, ni en autoinmunidad o hipersensibilidad) y estable (Tlaxca, 2014;
Vartak & Sucheck, 2016). Dentro de la formulacién de la vacuna se debe tener en
cuenta la facilidad de administracion, por lo que al elegir la via de administracién se
deben de tomar en cuenta factores anatomicos (como el grosor de la piel si la via
es parenteral) y fisioldgicos, tales como localizacidn de ganglios linfaticos drenantes,
la vascularizacion y la presencia o ausencia de subconjuntos de células inmunes.
También se debe considerar la naturaleza del antigeno (atenuado, inactivo,
conjugado o de subunidad) y del adyuvante (vehiculo o inmunoestimulante) en caso
de ser necesario y de la respuesta inmune requerida (humoral, celular o ambas) con
el objetivo de obtener una vacuna eficaz y segura (Bobbala & Hook, 2016).

Como se planted anteriormente, la inmunizaciéon por mucosas por via oral y nasal
en comparacion con la parenteral es mas facil de administrar, indolora y estimula la
inmunidad local y sistémica debido a la presencia del MALT (Pawar et al.,2013;
Davitt & Lavalle, 2017). En el sistema vacunal almidon-DFAtag-antigenos, el
almidon actia como vehiculo al transportar y estabilizar al antigeno para mantener
su actividad. Este sistema vacunal ya se ha probado con diferentes antigenos
fusionados, que de este modo fueron capaces de inducir respuesta inmune
especifica en ratones sanos, después de la inmunizacién por mucosas tanto por via
oral como nasal (Guillén et al., 2014; Moreno-Mendieta et al., 2014), por lo que un
diseno de formas farmacéuticas éptimo permitira mantener la actividad del antigeno
y una facil administracion. La inmunizacién por mucosas tanto por via oral como
nasal requiere superar barreras biolégicas, por lo que en el disefio de una
formulacion adecuada es necesario ajustar los excipientes dependiendo de la via
mucosal (Kharenko et al., 2009).
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El almiddn es un excipiente que al encontrarse en forma sélida proporciona mayor
estabilidad a la vacuna, ademas de que puede emplearse en formulaciones de
formas farmacéuticas como comprimidos con recubrimiento pelicular entérico para
evitar la degradacion del antigeno por el pH del estbmago y asegurando su llegada
al intestino delgado. También para la administracidn por via nasal puede
mantenerse en polvo hasta el momento de administrarse en suspensién en un

mucoadhesivo.

3.2.1 Forma farmacéutica: Comprimidos

Una forma farmacéutica es la mezcla de uno o varios principios activos y excipientes
que facilita la fabricacion, dosificacion, administracion y conservacion de un
medicamento. En general las formas de dosificacion son soélidas (tabletas,
capsulas), liquidas (como jarabes), semisélidas (cremas, ungientos, pomadas), y
se administran por diferentes vias como oral, rectal, vaginal, tépica, oftalmica, 6tica,

parenteral e inhalatoria (Narayan, 2011).

Los comprimidos son formas farmacéuticas soélidas de dosificacion unitaria
obtenidos mediante tres métodos generales: granulacién humeda, granulacién seca
y el de compresion directa (Garcia & Santos, 2001). Dentro de la via oral los
comprimidos son la forma farmacéutica mas empleada debido a sus ventajas como:
facilidad de administracion, precisién en la dosificacion, presentan una mayor
estabilidad quimica debido a la ausencia de agua y un bajo costo ya que la
produccién a gran escala permite obtener elevados rendimientos (Garcia & Santos,
2001; Nagar et al., 2011).

Los comprimidos de acuerdo con su presentacién y forma de administrarse se
pueden clasificar en: comprimidos orales para ingestién (convencionales,
masticables, multicapa y recubiertos), comprimidos que se mantienen en la cavidad

oral (bucales y sublinguales), comprimidos administrados por otras vias (vaginales
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y de implantacion subcutanea) y en comprimidos destinados a dispersarse antes de
la administracion (efervescentes, solubles y dispersables) (Garcia & Santos, 2001).

Dentro de la elaboracion de cualquier tipo de comprimido, se requiere de un principio
activo con actividad farmacol6gica y de excipientes, los cuales se adicionan a la
formulacién para facilitar el proceso de fabricacion y que también mejoren las
caracteristicas fisicas como el color, el sabor, la desintegracion y la liberacion del
farmaco (Rudnic & Schwartz, 2000).

3.2.2 Formulacion de comprimidos

Los excipientes que se encuentran dentro de una formulacion aportan diferentes

caracteristicas al comprimido. De acuerdo con su funcién son:

Diluyente. El cual proporciona volumen y tamafno adecuado al comprimido para su
manejo y fabricaciébn, como lactosa monohidratada, lactosa anhidra, celulosa
microcristalina, almidén parcialmente pregelatinizado, manitol, fosfato de calcio

dibasico entre otros (Garcia & Santos, 2001).

Disgregante. El cual contrarresta las fuerzas internas de cohesién del comprimido
para facilitar la liberacién del principio activo, como celulosa microcristalina,
hidroxipropilcelulosa, croscarmelosa sédica, almidon parcialmente pregelatinizado,
crospovidona entre otros (Garcia & Santos, 2001).

Aglutinante. Actua como aglomerante uniendo las particulas entre si cuando estas
no se mantienen unidas por efecto de la presién Unicamente, ejemplos son
sacarosa, almidon, metilcelulosa, carboximetilcelulosa sddica, polivinilpirrolidona

entre otros (Garcia & Santos, 2001).

Deslizante. El cual mejora la fluidez de polvos y granulos, como diéxido de silicio
coloidal (Garcia & Santos, 2001).

Lubricante. Disminuye la friccion por contacto entre la mezcla de polvos o

granulados y las paredes metalicas de los equipos de produccién, como talco,
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estearato de magnesio, estearato de calcio, lauril sulfato sédico entre otros (Garcia
& Santos, 2001).

Antiadherentes. Evitan la adherencia de los granulos a los punzones y a la matriz,
como talco y almiddén de maiz, estearatos metélicos entre otros (Garcia & Santos,
2001).

Colorantes y saborizantes. Los cuales se incorporan a la formulacién para mejorar
el aspecto y sabor del comprimido, como el 6xido de hierro, lactosa, manitol entre
otros (Garcia & Santos, 2001).

La seleccion de un excipiente dentro de la formulacion para un comprimido depende
de su compatibilidad con el principio activo, de su funcién tecnoldgica, del proceso
mediante el cual se fabrique el comprimido y de la forma como se va administrar
(Rudnic & Schwartz, 2000).

3.2.3 Proceso de fabricacion de comprimidos
Los comprimidos se obtienen mediante tres métodos generales:

Granulacion humeda. En este proceso se obtienen granulos y las fases que
involucran son: humectacién del polvo mezclado, granulacion del polvo mezclado,
secado del granulado y doble tamizado. En la fase de humectacién se adiciona una
solucion liquida que contiene un aglutinante a los polvos para formar granulos. La
formacién de granulos tiene como objetivo mejorar las propiedades de flujo y evitar
segregacion del principio activo y los excipientes. En la fase de secado se extrae el
liquido utilizado para la humectacion, para posteriormente pasar al proceso de
tamizado para obtener el tamafno de granulo deseado (Garcia & Santos, 2001).
Granulacion seca. Cuando los componentes del comprimido son higroscopicos o no
soportan las temperaturas altas durante el secado y ademas tienen propiedades
cohesivas, se elige la via seca para formar granulos. El proceso consiste en dos
etapas, la primera es una compresién y la segunda la formacién del granulo. En este
proceso los polvos se agregan sometiéndolos a presion obteniendo un comprimido
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que posteriormente se fractura para tamizarlo y unificar su tamafno de particula
(Garcia & Santos, 2001).

Compresion directa. El proceso consiste en mezclar los polvos, sin la necesidad de
elaborar granulos, es importante que tanto el principio activo como los excipientes
cuenten con propiedades de flujo y compresibilidad (Garcia & Santos, 2001).

3.2.3.1 Compresion directa

Es el proceso mas simple, que consiste en realizar una mezcla simple en un
mezclador de polvos, los cuales poseen propiedades de fluidez y compresibilidad
para poder formar un comprimido sin tratamiento previo. Debido a que el nimero de
pasos del proceso son minimos y a que se ocupan maquinas de compresion
convencionales, se reducen los costos por lo que es un proceso muy rentable
(Rudnic & Schwartz, 2000).

Entre los excipientes mas utilizados en la compresidén directa se encuentran la
lactosa monohidratada, lactosa anhidra, el manitol, el sorbitol, celulosa
microcristalina y los almidones. Estos excipientes tienen diferentes caracteristicas y
mientras unos presentan propiedades éptimas de flujo (como lactosa y manitol),
otros presentan mejores propiedades de compresibilidad (como celulosa
microcristalina) proporcionando una dureza adecuada al comprimido, por lo que es
necesario mezclar los excipientes con el objetivo de mejorar las caracteristicas
individuales para obtener un comprimido con buenas propiedades mecanicas y
biofarmacéuticas (Garcia & Santos, 2001).

Para principios activos higroscépicos y termolabiles, es un proceso adecuado
debido a que no se somete a ningun tipo de estrés mecanico o fisico, al no
someterlos a granulacién ni a estar en contacto con liquidos (Rudnic & Schwartz,
2000).
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3.2.4 Recubrimiento de comprimidos

El recubrimiento de comprimidos es una estrategia Gtil que se utiliza por diferentes
razones que van desde las estéticas hasta controlar la biodisponibilidad del farmaco.
Para aplicar cubiertas a formas farmacéuticas solidas hay cuatro técnicas

principalmente:

Recubrimiento con azucar. Es el método mas antiguo para revestir comprimidos,
consiste en la aplicacion continua de capas de una solucién acuosa que en su mayor
parte contiene sacarosa, utilizando bombos de gragear o pailas, y obteniendo un
incremento en peso del nucleo de un 30 a un 100%. Este procesamiento consta de
varias etapas, cuya duracién va de horas a dias (Porter, 2000).

Recubrimiento por compresion. Mediante maquinas de comprimir especiales, se
compacta un recubrimiento seco alrededor del nacleo del comprimido producido por
la misma maquina. La ventaja principal de este tipo de recubrimiento es que se
eliminan disolventes tanto acuosos como organicos. Sin embargo, este proceso es

mecanicamente complejo, por lo que no es muy utilizado (Porter, 2000).

Recubrimiento con pelicula. Consiste en la deposiciéon por atomizacién de una fina
pelicula de polimero al nucleo del comprimido. La formulacion del liquido de
recubrimiento incluye un agente filmégeno (polimero), disolvente (organico o
acuoso), plastificante (por ejemplo, polietilenglicol, propilenglicol, glicerol) y
colorante. La cantidad de polimero controla el aumento en peso de las formas
recubiertas respecto a los nucleos iniciales de partida, y dependen de la funcién que
se desee dar a la peliculas de recubrimiento ya sea estético, entérico o de liberacion
controlada (Porter, 2000)

3.2.4.1 Recubrimiento pelicular entérico

El recubrimiento pelicular entérico consiste en la deposicién de una capa delgada,
de una formulacién polimérica sobre la superficie de una forma de dosificacion
sélida oral, protegiendo al farmaco del pH del estbmago (Naser et al., 2012). Esta
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propiedad se debe a que los revestimientos de polimeros resistentes a los acidos
se disuelven a partir de un pH especifico, por ejemplo, a partir del pH 5.5, para que
el farmaco comience a liberarse en el intestino delgado. Entre los polimeros
utiizados para el recubrimiento entérico se encuentra la goma de laca,
polimetacrilatos, acetato ftalato de celulosa y acetato ftalato de polivinilo (Ahmad et
al., 2016).

3.2.2 Formulaciones nasales

La administracion por via intranasal de un farmaco es una alternativa a la ruta oral
y parenteral. La administracion localizada de farmacos nasales como
corticosteroides, antihistaminicos, anticolinérgicos y vasoconstrictores se usa
generalmente para tratar afecciones relacionadas con la cavidad nasal, como
congestion, rinitis o sinusitis. Se utilizan diferentes formulaciones que incluyen
aerosol nasal, gota nasal, polvo nasal y geles nasales. Las ventajas de
administracion de farmacos a través de la nariz son: 1) una rapida absorcién del
principio activo, 2) se evita el metabolismo hepatico de primer paso, 3) las formas
de dosificacion suelen ser faciles de usar, indoloras y no invasivas y 4)
autoadministrables propiciando el apego al tratamiento por parte del paciente
(Woensel, 2013). Existen varios tipos de excipientes utilizados en formulaciones
nasales. Los excipientes comunmente utilizados y afadidos con frecuencia son los

siguientes:

Amortiguadores. El pH se debe ajustar al fisiol6gico (4.5 y 6.5) para evitar irritacién
de la mucosa nasal e infecciones, ya que las lisozimas que se encuentran en las
secreciones nasales y que son responsables de la destruccion bacteriana se
inactivan en condiciones alcalinas. Por lo que los amortiguadores que mas se
utilizan contienen fosfato de sodio, citrato de sodio y acido citrico. La eleccién del
amortiguador también se debe ajustar a la solubilidad y a la estabilidad del farmaco
(Pujara et al., 1995)
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Soluciones isoténicas. Las soluciones ligeramente hipertdnicas e isotdnicas causan
minimos dafos en la mucosa nasal, mientras que las soluciones hipotoénicas le
causan dano irreversible. También la tonicidad puede afectar la absorcién de los
farmacos, dentro de los compuestos utilizados para ajustar la tonicidad de la
formulacion se encuentran el cloruro de sodio y la dextrosa (Kushwaha et al., 2011).

Cosolventes. La solubilidad acuosa de los farmacos es una limitacién para su
administracion nasal, por lo que el uso de disolventes ayuda a mejorar la solubilidad,
se utilizan comunmente alcohol, propilenglicol, etilenglicol, también se pueden usar

otros compuestos como tensoactivos o ciclodextrinas (Kushwaha et al., 2011).

Conservadores. La mayoria de las formulaciones nasales son de base acuosa, por
lo que se necesitan conservadores para prevenir el crecimiento microbiano (por
ejemplo, parabenos, feniletilalcohol, cloruro de benzalconio o acido benzoico)
(Pujara et al., 1995).

Antioxidantes. Se puede requerir una pequefia cantidad de antioxidantes para
prevenir la oxidacion del farmaco (sulfito de sodio, hidroxitolueno butilado,
metabisulfito de sodio, tocoferol). Usualmente los antioxidantes no afectan la
absorcion del farmaco, pero pueden causar irritacion nasal (Kushwaha et al., 2011).

Humectantes. Pueden agregarse especialmente en geles nasales, dentro de los
humectantes utilizados se encuentran: glicerina, sorbitol y manitol. Ademas, evitan
la irritacion nasal y no afectan la absorcion de medicamentos (Kushwaha et al.,
2011).

Tensoactivos. Pueden modificar la permeabilidad de las membranas nasales
facilitando la absorcion de los farmacos, para ello comunmente se emplea
polisorbato 80 y 20. Los tensoactivos también aumentan la estabilidad de la
suspensién (Kushwaha et al., 2011).

Viscosantes. La mayoria de los productos comercializados contiene dentro de su
formulacion agentes que modifican la viscosidad (por ejemplo, carboximetilcelulosa
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sddica, hidroxipropil celulosa, polivinilpirrolidona), para aumentar el tiempo de
contacto entre el farmaco y la mucosa nasal por lo cual se aumenta el tiempo de

permeacion (Degenhard et al., 2015).

La eleccion de los excipientes dentro de una formulacion nasal dependera de la
solubilidad y la estabilidad del farmaco, asi como del tipo de formulacion que se
vaya a administrar en la via nasal (Ghori et al., 2015).

3.2.2.1 Tipos de formulaciones para administracion nasal

Gotas nasales: son un sistema de administracién simple, pero presentan una baja
precision de dosificacidon, pérdidas inespecificas de dosis y un alto riesgo de
contaminacion debido a que se suministran habitualmente en envases multidosis.

Estas formulaciones son generalmente para un efecto local (Ghori et al., 2015).

Sprays nasales: pueden ser sistemas de solucidn, suspension o emulsion de base
acuosa, hidroalcohdlica o no acuosa. Son mucho mas precisos que las gotas, sin
embargo, al igual que las gotas nasales también presentan el problema de pérdidas
inespecificas (Hemal et al.,2011).

Geles nasales. Son materiales sélidos o semisélidos, las propiedades reolégicas de
los geles dependen del tipo de polimero y de su concentracion. Los productos
comercializados para automedicacion en las partes inferiores de la cavidad nasal
contienen acido hialurénico o hipromelosa. El problema de estas formulaciones es
gue no pueden ser administradas con facilidad mediante un dispositivo de liberacién
(Géanger & Schindowski, 2018).

Polvos nasales: es una mezcla seca del principio activo y los excipientes que estan
destinados a ser introducidos en la fosa nasal mediante un dispositivo adecuado. El
problema principal que presentan es la irritacién en la mucosa nasal que producen,
debido a que los componentes estan en estado seco y se humectan mediante el

agua que se encuentra en los tejidos. Sin embargo, las formulaciones en polvo
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tienen ventajas sobre las formulaciones liquidas, que incluyen la estabilidad del
farmaco, y que se pueden administrar dosis mas altas (Tanaka et al.,2017).

3.2.2.2 Polimeros mucoadhesivos

El aclaramiento mucociliar es uno de los factores importantes que limitan la
administracion de farmacos, por lo tanto, una de las estrategias para mejorar la
absorcién nasal de los farmacos es reducir o bloquear el aclaramiento mucociliar.
Dentro de las estrategias se encuentran la implementacion de polimeros
mucoadhesivos, los cuales prolongan el tiempo de retencion en la cavidad nasal
aumentando el tiempo de contacto entre el farmaco y la mucosa nasal (Tanaka et
al.,2017).

Se han estudiado diversos polimeros mucoadhesivos como los micro vy
nanoportadores de farmacos para la administracién nasal, debido a que por sus
propiedades promueven un contacto cercano con la superficie de la mucosa,
mientras que su tamano permite una facil penetracion (Chonkar et al., 2015). Por
ejemplo, las nanoparticulas a base del polimero quitosano (CS) (Wang et al., 2008),
maltodextrina (Betbeder et al., 2000), polietilenglicol (PEG) (Lai et al., 2007), &cido
polilactico (PLA) (Zhang et al., 2006), polimero de &cido poli lactico-co-glicélico
(PLGA) (Seju et al., 2011) y el dendrimero de poliamidoamina (PAMAM) (Kim et al.,
2012). Polimeros como el quitosano y alcohol polivinilico (PVA) se han estudiado
como microportadores de proteinas como la insulina (Nasiri et al., 2017). Ejemplos
de productos basados en péptidos nasales que han aparecido en el mercado son
calcitocina (Miacalcin®), desimopresina (DDVAP®), nafarelina (Synarel®),

buserelina (Suprecur®) y oxitocina (Syntocinon®) (Costantino et al., 2007).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema vacunal almidén-DFAtag-antigenos, ha demostrado ser eficiente para la
vacunacioén por via oral (mediante sonda intragastrica) e intranasal (mediante goteo)
de ratones BALB/c. Su baja toxicidad, aplicabilidad con una amplia gama de
péptidos y proteinas y bajo costo, resultan ventajas con alto potencial para el
escalamiento y uso como vacuna para animales y humanos. Sin embargo, para que
esto ocurra, primero se deben buscar formas en las que se pueda administrar la
vacuna en otros modelos animales y haciendo escalamiento de dosis, sin que se
vea afectada su actividad bioldégica comprobada, su estabilidad y las ventajas
previamente mencionadas. Para lograrlo, se propone administrar la vacuna por via
oral mediante comprimidos entéricos y por via intranasal se propone administrar la

vacuna suspendida en un mucoadhesivo.
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5. HIPOTESIS
El sistema vacunal almidén-DFAtag-antigenos conservara su integridad y actividad

biolégica después de aplicarse en dos formas farmacéuticas, la primera para su

administracion oral y la segunda para su administracién nasal.

6. OBJETIVOS

6.1.0OBJETIVO GENERAL.
Desarrollar dos formas farmacéuticas, una para la administracién oral y otra para la

via intranasal del sistema vacunal almidén-DFAtag-antigenos.

6.2.OBJETIVOS PARTICULARES
Evaluar in vitro el efecto de la compresion y posterior recubrimiento de pelicula

entérico sobre la integridad de la vacuna.

Evaluar in vitro el efecto de la inclusion del mucoadhesivo que se utilizaran como

vehiculo de la vacuna sobre su integridad.

Evaluar in vivo la actividad biol6gica de la vacuna, bajo sus nuevas formas

farmacéuticas utilizando conejos raza Nueva Zelanda como modelo de estudio.
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7. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Farmacotecnia (N110), del
Departamento de Sistemas Bioldgicos de la UAM-X en colaboracién con el
laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia C034 del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM y en la Unidad de Constatacion de
Productos Quimico-Biologicos y Bioterio FMVZ, UNAM.

7.1 Reactivos

En la elaboracion de los comprimidos del sistema vacunal almidén-DFAtag-
antigenos se utilizaron: la proteina recombinante Tc-DFA inmovilizada en
microparticulas de almidén (Patente Mx/a/2012/005765), lactosa monohidratada
(Meggle Pharma - Excipients & Technology Lote.L1014A4952) y crospovidona
(Ashlan Lote.03700177318). En el recubrimiento de pelicula se utiliz6 EasyCoat®
Blanco EAS054 el cual contiene como base el copolimero de &cido metacrilico y etil
acrilato, como plastificante al polietilenglicol (DVA Mexicana S.A de C.V) y se utilizé
agua desionizada como disolvente.

Los materiales utilizados para la formulacién nasal fueron: la proteina recombinante
Tc-DFA inmovilizada en microparticulas de almidén (Patente Mx/a/2012/005765),
alcohol polivinilico (PVA) PM 85 000- 124 000 (Sigma Lote.09501BE), cloruro de
sodio (J.T. Baker Lote.X32C65), fosfato de sodio monobasico (J.T. Baker
Lote.V02C2), fosfato de sodio dibasico (J.T. Baker Lote.X28CO05), &acido citrico
monohidratado (J. T. Baker Lote.F33457), carbonato de sodio (J.T. Baker
Lote.A25152), bicarbonato de sodio (J.T. Baker Lote.N20334), Tween 20 (Sigma
Lote.053K00711), imidazol (Sigma Lote. #WXCB0349V), maltosa (Sigma Lote.
#SLBH7700V).
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7.2 Elaboracion de la forma farmacéutica oral para el sistema vacunal
almidon-DF Atag-antigenos

7.2.1. Efecto de la compresién sobre la estructura del almidon.

Se realizaron ensayos preliminares del efecto de la compresién sobre la estructura
de las microparticulas de almidén (Patente Mx/a/2012/005765), para observar si su
estructura era capaz de soportar la fuerza de compresion aplicada durante el
proceso de compresidn directa y para asegurar que conservaba su estructura, la
cual funciona como un sistema particulado de entrega de antigenos (Guillén et al.,
2014; Moreno-Mendieta et al., 2014).

La fabricacion de los comprimidos para los ensayos preliminares consistié en: 1)
Realizar un comprimido mediante compresidn directa en prensa hidraulica (Carver,
modelo 3912) con una fuerza de compresién de 250 psi utilizando unicamente 200
mg de almidon (Patente Mx/a/2012/005765), 2) Elaborar comprimidos mediante
compresién directa utilizando prensa hidraulica (Carver, modelo 3912), los cuales
se realizaron mezclando 150 mg de almiddn (Patente Mx/a/2012/005765) con los
excipientes de compresion directa: lactosa monohidratada y crospovidona con las
cantidades de 87.5 y 12.5 mg respectivamente. Durante 10 minutos se mezclé en
un mezclador de pantalén, posteriormente se colocé el total de la mezcla (250 mg)
en la matriz, se utilizaron punzones de 9 mm y se emplearon diferentes fuerzas de
compresidn (250, 500 y 750 psi). Se realizé el comprimido sélo con almiddn para
ver si la adicién de los excipientes influia en la estructura de almid6n al comprimirse.
Los comprimidos fueron triturados en mortero y suspendidos en 1 mL de
amortiguador citrato-fosfato 10 mM pH 6.6, a partir de esta se prepard otra
suspensién que quedd con una concentracidén de 25 mg/mL aproximadamente y se
observé al microscopio de luz a 40X si la estructura del almidén (Patente
Mx/a/2012/005765) se mantenia. A los comprimidos que contenian almidén
(Patente Mx/a/2012/005765) y los excipientes (lactosa monohidratada vy
crospovidona) adicionados a la formulacion se les realizaron controles de calidad
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MGA 1051. Resistencia a la ruptura (dureza) y MGA 0261. Desintegracion marcados
en la FEUM 2014, para establecer la fuerza de compresion en la que mantuviera
estructura del almidén, pero también se obtuviera una dureza adecuada capaz de
resistir el proceso de recubrimiento pelicular entérico, pero con un tiempo de

desintegracion del comprimido aceptable (figura 3).

Almidén soloy
Compresidn a 3 fuerzas en prensa hidrdulica

mezcla de almiddn con los excipientes g (Caver)
(lactosa monohidrataday crospovidona) .

Observacién de estructura del almidén en el

Controles de calidad (MGA 1051.Dureza, microscopio

MGA 0261.Desintegracion)

Figura 3. Esquema de la evaluacién in vitro del efecto de la compresion en la estructura del

almidon.

La formulacién propuesta se realizO con base en el almidon (Patente
Mx/a/2012/005765) puesto que es el vehiculo de antigenos y buscando evitar
incompatibilidades se adicioné en un 60%. Los demas excipientes se seleccionaron
por su funcién dentro de la formulacion, como la lactosa monohidratada adicionada
al 35%, la cual es un diluyente soluble que proporciona el volumen adecuado al
comprimido, y la crospovidona afadida al 5% que aparte de ser un desintegrante
ayuda a obtener comprimidos de alta dureza a baja presién (lo establecido en el

Handbook of Pharmaceutical Excipients).
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7.2.2. Fabricacion de los comprimidos de TcDFAtag-almidén

Una vez establecida la fuerza de compresién, la formulacion se ajusté para obtener
comprimidos de menor tamano (9 mm a 7 mm), para facilitar la administracion
debido a la anatomia de los conejos Nueva Zelanda eran mas facil de administrar,
respetandose el porcentaje de las concentraciones de cada uno de los componentes
previamente seleccionados: 60% de almidén, 35% de lactosa monohidratada y 5%
de crospovidona.

Los comprimidos se elaboraron mediante compresion directa en la prensa hidraulica
(Carver, modelo 3912), las materias primas (90 mg de almidén del cual 25 mg
contenian 250 pg de la proteina recombinante TcDFA inmovilizada, 52.5 mg de
lactosa monohidratada y 7.5 mg de crospovidona) se mezclaron por 10 minutos en
un mezclador de pantaldn, se colocé el total de la mezcla (150 mg) en la matriz, y
con punzones de 7 mm se comprimid a 750 psi por 10 segundos. A los comprimidos
se les realizaron los controles de calidad indicados en la FEUM 2014 (MGA 1051.
Resistencia a la ruptura (dureza), MGA 0261. Desintegracion y MGA 1041.
Friabilidad).

7.2.3. Recubrimiento pelicular entérico de los comprimidos de
TcDFAtag-almidén

En la preparacion de la dispersion de recubrimiento, se colocaron 400 mL de agua
en un vaso de precipitados y se agité para formar un vortice. Por separado se
pesaron 140 g de polvo blanco de EasyCoat® Blanco (copolimero de acido
metacrilico-etil acrilato) y se agregd al centro del vortice liquido de manera
constante, una vez incorporado todo el polvo de recubrimiento se dej6 en agitacion
durante 40 minutos. El proceso de recubrimiento entérico se realiz6 empleando un
bombo convencional y una pistola de aspersion binaria, la tabla 7 resume las
condiciones de trabajo. Los comprimidos de TcDFAtag de 7 mm se precalentaron a
35°C. La dispersion ya preparada al 20% de sélidos de EasyCoat® blanco se
dispers6 con una presion de aire de 25 psi, esperando una ganancia en peso del

14%. Para evaluar la influencia del recubrimiento entérico en la desintegracion del
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comprimido, se realiz6 la prueba de MGA 0261. Desintegracion “Tabletas con capa
acido resistente” a los comprimidos con recubrimiento entérico, marcado en la
FEUM 2014.

Tabla 7. Condiciones generales de trabajo para el recubrimiento entérico de los comprimidos de
TcDFAtag-almidén.

Condiciones de operaciéon Parametro
T° aire de entrada 45°C
T° aire de precalentado 35°C
T° de producto 35°C
Presion de atomizacién (psi) 25 psi
Distancia de boquilla-lecho 10 cm
Velocidad del bombo 20 rpm

7.3. Evaluacion in vitro del efecto de la compresion y recubrimiento de
pelicula entérico sobre la integridad de la vacuna.

7.3.1 Evaluaciodn in vitro del efecto de la compresion y recubrimiento
entérico sobre la proteina a- amilasa

Para llevar a cabo la evaluacion in vitro del efecto de la compresion y recubrimiento
de la pelicula entérica sobre la integridad de la vacuna, se estandarizé la técnica
utiizando como modelo la proteina a-amilasa de Lactobacillus amylovorus
(producida y purificada como se describe en el anexo 1) la cual contiene de manera
natural al DFA, permitiendo su inmovilizacién en las microparticulas de almidén para
su posterior inclusion dentro de la formulacién de comprimidos y seguir el proceso
de fabricacion de comprimidos y recubrimiento pelicular entérico antes mencionado
(apartado 7.2.2 y 7.2.3 respectivamente). Ademas de contener al DFA, se
seleccioné a la proteina a-amilasa porque es una enzima amilolitica cuya actividad
puede observarse a través de técnicas electroforéticas como zimograma, también
se puede observar en el gel SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con

dodecilsulfato sédico) mediante tincién de plata.
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Para la evaluacién se tomé uno de los comprimidos con recubrimiento entérico que
contenia a-amilasa (50 pg de proteina inmovilizada en 50 mg de almiddn), se parti6
a la mitad mediante la aplicacion de fuerza mecénica y se suspendié bajo dos
condiciones diferentes: la primera fue en 1 mL de amortiguador citrato-fosfato 25
mM pH 5y en la condicion 2 en amortiguador citrato-fosfato 20 mM pH 7. En ambos
casos, posteriormente se centrifugé a 8000 rpm durante 4 minutos y se desechd el
sobrenadante, para poder eluir la enzima a-amilasa que se encontraba mezclada
entre los excipientes, se utilizé un analogo estructural del almiddn, la B-ciclodextrina
a una concentracién de 8 mM en amortiguador citrato-fosfato 25 mM pH 5. Con las
eluciones se realizd un gel de poliacrilamida para revelar actividad por zimograma
y proteinas por tincion con plata (como se describe en el anexo 2). En la figura 4 se

resume el proceso.

Producciony purificacion de la Inmovilizacion (50 ug de a-

proteina a- amilasa (anexo 1) | " amilasa en 50 mg de almiddn) Secado

Recubrimiento entérico con un
Elaboracién del comprimido - " copolimerode acido metacrilico- &
= e etil acrilato

]

Zimograma y Tincidn de Plata
(anexo 2)

-h,“_,,'Q &
F A

Figura 4. Esquema de la evaluacion in vitro de la integridad de la proteina a-amilasa en el

comprimido.
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7.3.2 Evaluacion in vitro del efecto de la compresion y recubrimiento
entérico sobre la proteina recombinante TcDFAtag

Se llevo a cabo la produccidn y purificacion de la proteina recombinante TcDFAtag
(anexo 3) para su posterior inmovilizacién en las microparticulas de almiddn, se
elaboraron los comprimidos (apartado 7.2.2) y el recubrimiento pelicular entérico
(apartado 7.2.3). El comprimido se partié a la mitad mediante la aplicacién de fuerza
mecanica en un mortero y se suspendié en 1 mL de amortiguador citrato-fosfato 20
mM pH 7, posteriormente se centrifugd a 8000 rpm durante 4 minutos y se desecho
el sobrenadante, se eluyé a la proteina recombinante TcDFAtag utilizando B-
ciclodextrina 8 mM en amortiguador citrato-fosfato 20 mM pH 7. Se evalu6 su
integridad mediante las técnicas electroforéticas SDS-PAGE para visualizar a
TcDFA en su peso molecular correspondiente (106.9 kDa) por tincién de Coomassie
y por western blot (las técnicas se realizaron como indica el anexo 4). En la figura 5

se resume la estrategia experimental.

Produccién v purificacion de la Inmovilizacidn (250 g de Elaboracién de los comprimidos a
p ypu - -| TcDFAtag en 25 mg de almidén)y + . 750 psi de fuerzas en prensa
proteina recombinante TcDFAtag L
secado. hidraulica (Caver)

Recubrimiento entérico con un
copolimero de acido metacrilico- + - SDS-PAGE y western blot
etil acrilato

Figura 5. Esquema de la evaluacion in vitro de la integridad de la proteina recombinante TcDFAtag

en el comprimido recubierto.
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7.4. Elaboracion de la forma farmacéutica intranasal para el sistema
vacunal almidon-DF Atag-antigenos

En primer lugar, se midio la viscosidad del alcohol polivinilico (PVA) el cual es un
polimero mucoadhesivo, puesto que la viscosidad es la propiedad que le permite
aumentar el tiempo de contacto entre el farmaco y la mucosa nasal, la seleccién de
la concentracion se hizo con base en la mayor viscosidad. El PVA de peso molecular
(PM) de 146 000-186 000 se prepar6 al 1% y el de PM 85 000-124 000 se prepard
al 2%, a ambos se les medio la viscosidad empleando el viscosimetro Brookfield,
utilizando la aguja del numero 1 a una velocidad de 200 rpm.

7.5. Evaluacion in vitro del efecto de la inclusion del mucoadhesivo
sobre la integridad de la vacuna.

7.5.1 Evaluacion in vitro del efecto de la inclusion del mucoadhesivo
sobre la integridad de la proteina a- amilasa

Para llevar a cabo la evaluacion in vitro del efecto de la inclusion del mucoadhesivo
(alcohol polivinilico PM 85 000-124 000 al 2%) sobre la integridad de la vacuna, se
llevé a cabo la produccidn, purificacion e inmovilizacion en el almidon (como se
describe en el anexo 1) de la proteina a- amilasa (30 pg de -amilasa en 4 mg de
almidén), posteriormente se le adicion6 el PVA al 2% y se suspendi6 para que la
proteina estuviera en contacto con el mucoadhesivo, después se centrifugd a 8000
rpm durante 4 minutos, se lavd dos veces con amortiguador citrato-fosfato 25 mM
pH 5y se analiz6 mediante zimograma (como se indica en el anexo 2). En la figura
6 se resume la estrategia experimental.

47



Produccidny purificaciéndela | Inmovilizacién de la proteina a-
proteina a-amilasa (anexo 1) amilasa en el almidény secado

Inclusiéon del mucoadhesivo

(Alcohol polivinilico) AtagrEme fonesag)

Figura 6. Esquema de la evaluacioén de la integridad in vitro de la proteina a-amilasa en el

mucoadhesivo.

7.5.2 Evaluacion in vitro del efecto de la inclusion del mucoadhesivo
sobre la integridad de la proteina recombinante TcDFAtag

La integridad de la proteina recombinante TcDFAtag posterior a la inclusién del
mucoadhesivo se evalué mediante western blot. Para ello se realizé la produccién,
purificacion e inmovilizacion en las microparticulas de almidén (anexo 3) de la
proteina recombinante TcDFAtag (150 ug de proteina en 7.5 mg de almidén),
posteriormente se le adicioné PVA al 2% y se suspendié para que la proteina
estuviera en contacto con el mucoadhesivo, después se centrifugé a 8000 rpm
durante 4 minutos y se lavd dos veces con amortiguador citrato-fosfato 20 mM pH
7'y se analizé mediante western blot (anexo 4). En la figura 7 se resume la estrategia

experimental.
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Produccidny purificacién de la
proteinarecombinante Inmovilizaciony secado
TcDFAtag (anexo 3)

Inclusion del
mucoadhesivo(Alcohol r Western blot (anexo 4)
polivinilico)

Figura 7. Esquema de la evaluacién in vitro de la integridad de la proteina recombinante TcDFAtag

en el mucoadhesivo.

7.6. Protocolo de inmunizaciéon y toma de muestras.

El ensayo de inmunogenicidad se realizé en la Unidad de Constatacion de
Productos Quimico-Bioldgicos y Bioterio de la FMVZ, UNAM. Se utilizaron quince
conejos machos Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus) sanos de 1.5 kg
aproximadamente, obtenidos en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension
en Produccién Avicola (CEIEPAVv), de la FMVZ, UNAM. El experimento se llevo a
cabo bajo el protocolo de investigacién aprobado por el CICUAL del Bioterio del 11B,
UNAM con el niumero 196 y siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana
NOM 062-Z00-1999 sobre especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio. Los animales se acomodaron en grupos de 3y
se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura, humedad, ciclos de luz
oscuridad y con agua y alimento ad libitum. Los grupos experimentales se muestran

en la tabla 8.
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Tabla 8. Grupos experimentales

GRUPOS EXPERIMENTALES CONEJOS POR GRUPO
1.Vacuna comprimida via oral
2.Vacuna en suspension via oral*
3.Vacuna con émbolo via intranasal
4.Vacuna en suspensién intranasal*
5.Sin vacunar
TOTAL DE ANIMALES

WWWwwlw

—_
(&)

*Sin forma farmacéutica, administrada en suspension en amortiguador citrato-fosfato 10 mM pH 7
con sonda intragastrica para la via oral y por goteo para la via i.n.

Para la inmunizacién, los animales se sujetaron e inmovilizaron tomandolos de la
cabeza y las patas traseras colocandolos en posicion boca arriba. A los conejos se
les administro la vacuna por via oral o intranasal, con un intervalo semanal en tres
ocasiones (dias 0, 7 y 14) y un refuerzo el dia 35. Para la toma de muestra, los
animales se sujetaron con cepo metélico y sangraron de la vena de la oreja previa
limpieza con alcohol. Las muestras se tomaron antes de empezar las
inmunizaciones (preinmune) y los dias 7, 14, 21, 28, 35 y 41 (Figura 8) y se
centrifugaron 5 minutos a 5000 rpm para la obtencién de los sueros, los cuales se
almacenaron a -20°C hasta su analisis. Para la disposicion final de los animales, el
dia 41 se tom¢ la ultima muestra de sangre y se realizé la eutanasia de los animales
con exceso de anestésico (Pentobarbital+Fenitoina V). Se removié el bazo y se
recupero en medio RPMI-1640 (Gibco, USA) para la obtencién de células totales y
se dispuso de los cuerpos segun el protocolo de manejo de residuos de la Unidad
de Constatacién de Productos Quimico-Biolégicos y Bioterio.

Dias de administracién
0 7 14 35
0 7 14 21 28 35 41

Dias de muestreo

Figura 8. Esquema de Inmunizacién y muestreo
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7.7. Evaluacion de la actividad bioldgica in vivo

7.7.1. Respuesta inmune humoral: Deteccion de anticuerpos

La respuesta sistémica de anticuerpos se determiné midiendo el nivel de IgG en
suero mediante la técnica de ELISA. Placas de EIA/RIA de 96 pozos (Costar 3590)
se recubrieron con 100 pL del antigeno/pozo (proteina Tc a 2.5 upg/mL en
amortiguador de carbonato 0.05 M pH 9.6, producida y purificada como se indica en
el anexo 5), y se incubaron durante la noche a 4°C. Los pozos se lavaron tres veces
con amortiguador fosfato 0.05% Tween 20 (PBS-5T) y posteriormente se
bloquearon con albumina sérica bovina (BSA) 0.25% en PBS-5T durante 1 hora a
temperatura ambiente y se repitieron los lavados. Se realizaron pooles de los sueros
de los conejos de cada grupo y se diluyeron en serie de 1:75 a 1:2400 en PBS-5T
en un volumen final de 100 pL pozo. Las placas se incubaron durante la noche a
4°C y se lavaron como se indico anteriormente. Se agregdé el anticuerpo secundario
anti-lgG de conejo-peroxidasa de rdbano (Merck 12-348) en una dilucion 1:15000 y
se incubo durante 2 horas a 37°C (100 uL/pozo). Las placas se lavaron de nuevo y
se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad con el
sustrato FAST OPD (SIGMA), y se determiné la absorbancia a 450 nm en un
Multiskan FC (Thermo Scientific). Previamente, la concentracién de antigeno para
sensibilizar las placas y la cantidad de anticuerpo secundario se estandarizaron

mediante la prueba de Criss-Cross (Hornbeck, 1991).

7.7.2. Respuesta inmune celular: estimulo in vitro de esplenocitos y
cuantificacion de INF-y en sobrenadante

Para el cultivo celular, los bazos se procesaron para obtener células totales como
se indica en el anexo 6. Se utilizaron placas de cultivo de 24 pozos (Costar) a una
concentracion de 1x10° células por pozo en 750 uL de RPMI 1460 (Gibco 1640)
complementado con 10% de SFB, HEPES 25 mM, piruvato de sodio 1 mM, Anti-
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Anti 1X (penicilina 100 Ul/mL, estreptomicina 100 pL), aminoacidos no esenciales
1X'y B-mercaptoetanol 50 mM. Las células sin estimulo fueron incubadas 3 horas a
37°C en presencia de 5% de COz y 90% de humedad. Posteriormente se incubaron
en presencia o ausencia de las proteinas Tc o TcDFAtag (20 pug/pozo) preparadas
en 250 pyL del medio RPMI complementado. Se utilizé como control positivo la
Concavalina A (CoA) (5 ug/pozo). Las células fueron incubadas 48 y 72 h a 37°C
en presencia de 5% de CO2 y 90% de humedad. Pasado el tiempo de incubacion
se cosecharon las células, se centrifugd a 1500 rpm, 5 minutos a 4°C, y se
separaron los sobrenadantes, de los cuales se hicieron alicuotas y se almacenaron
a -70°C hasta su uso. El IFN-y se determin6 en los sobrenadantes utilizando el kit
Rabbit IFN-y ELISA Kit, RAB1106 Cat No. 12352200 siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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8. RESULTADOS

8.1 Elaboracidn de la forma farmacéutica oral para el sistema vacunal
almidon-DF Atag-antigenos

8.1.1. Efecto de la compresién sobre la estructura del almidén

Las imagenes de las microparticulas de almiddn observadas mediante microscopio
de luz después de su compresion a diferentes fuerzas, mostro que no habia cambio
en la morfologia de las microparticulas de almidén, tanto en el comprimido que sélo
contenia almidén, elaborado a una fuerza de compresion de 250 psi, como en los
comprimidos elaborados con los excipientes (lactosa monohidratada y
crospovidona) y con las fuerzas de compresion de 250, 500 y 750 psi. En todos los
casos, los granulos conservaron su forma poliédrica y su refringencia (figura 9),
indicando que el almidén es capaz de soportar las fuerzas de compresién aplicadas

y por lo tanto no afecta su funcion como vehiculo de antigenos.

Comprimidos de Almidén
200 mg - 250 psi= % mm
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Comprimidos de Almidén de 150 mg +
Lactosa monohidratada 87.5 mg +
Crospovidona 12.5 mg

Comprimidos de Almidén 150 mg +
Lactosa monohidratada 87.5 mg +
Crospovidona 12.5 mg
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Comprimidos de Almidén 150 mg +
Lactosa monohidratada 87.5 mg +
Crospovidona 12.5 mg
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Figura 9. Evaluacién del efecto de la compresién sobre las microparticulas de almidén.
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Luego de las pruebas de control de calidad, se establecié que la mejor fuerza de
compresién es de 750 psi al obtener la mayor resistencia a la fractura (dureza),
estabilidad mecéanica de comprimido para soportar el proceso de recubrimiento
entérico, ademas que el tiempo de desintegracion del comprimido era aceptable

(menor a 30 minutos) (Tabla 8).

Tabla 8. Dureza y tiempo de desintegracién de los comprimidos con almidén sometidos diferentes
fuerzas de compresion.

FOREHSgL:C'ON FUERZA DE DUREZA (kgj | T'EMPO DE DESINTEGRACION
2 mmg COMPRESION & (min)

m 250 psi 10.25 5

Almidén (150 mg)+
Lactosa Monohidratada (87.5 mg) + 500 psi 14.44 6
Crospovidona (12.5 mg)

750 psi 20.95 6

8.1.2. Controles de calidad de los comprimidos de Tc-DFAtag-almidon

Los resultados de las pruebas de calidad posterior a la fabricacion de los
comprimidos de TcDFAtag de 7 mm (apartado 7.2.2) se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Controles de calidad indicados en la FEUM 2014 a los comprimidos de TcDFAtag-
almidon.

MGA. 1051 Resistencia a la | MGA. 1041 Friabilidad | MGA. 0261 Desintegracion

ruptura (Dureza)

16.05 kilogramo-fuerza (Kgf) | 0.04% 9 minutos
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Los comprimidos de TcDFAtag de 7 mm presentaron una dureza adecuada y una
minima friabilidad (de acuerdo con la FEUM 2014 no mayor que 1%) para soportar
la posible erosion provocada durante la etapa del recubrimiento pelicular entérico,

asi como un tiempo de desintegracion aceptable.

8.1.3. Recubrimiento pelicular entérico a los comprimidos de
TcDFAtag-almidén

Después del recubrimiento pelicular entérico (apartado 7.2.3), se obtuvo un
rendimiento de 97.8% con un aumento en peso del 11%. La desintegracion de los
comprimidos de TcDFAtag-almidon recubiertos fue de 17 minutos en fluido intestinal
simulado a 37°C, asegurando la liberacién TcDFAtag en el intestino delgado (Tabla
10).

Tabla 10. Prueba de “Tabletas con capa acido resistente” a los comprimidos con recubrimiento
pelicular entérico

MGA.0261 Desintegracion. Tabletas con capa acido resistente

Fluido gastrico simulado a 37°C Fluido intestinal simulado a 37°C
Trascurrido 1 hora, no se observo desintegracion, Desintegracion a los 17 min

rompimiento o ablandamiento.

En la figura 10 se presenta la formulacion definitiva obtenida a partir de los
resultados anteriores. Cada tableta consta de: 1. Sistema vacunal TcDFAtag-
almidén (Patente Mx/a/2012/005765), 2. Almiddn para evitar incompatibilidades, 3.
Lactosa monohidratada como diluyente, seleccionado por sus propiedades de
compresibilidad, flujo y solubilidad. 4. Crospovidona como disgregante, que
permitira la desintegracion del comprimido en el medio acuoso liberando el principio
activo; 5. Copolimero de acido metacrilico-etil acrilato para el recubrimiento entérico
debido a la ionizacién del polimero que a un pH concreto se disuelve, permitiendo
resistir un pH acido del estbmago y degradandose al pH del intestino y liberando el
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principio activo. Las concentraciones de los excipientes se resumen en el apartado

7.2

Comprimido

(O 250 pg de TcDFAtag en 25 mg de
microparticulas de almidon

@ 65 mg de microparticulas de almidén
52.5 mg de Lactosa monohidratada
7.5 mg de Crospovidona

Comprimidos de 150 mg

Recubrimiento
entérico
(copolimero de
dcido metacrilicoy
etil acrilato)

Figura 10. Formulacion para la elaboracion de los comprimidos para la via oral.



8.2 Evaluacion in vitro del efecto de la compresion y recubrimiento de
pelicula entérico sobre la integridad de la vacuna.

8.2.1 Evaluaciodn in vitro del efecto de la compresion y recubrimiento
entérico sobre la proteina a-amilasa

Con el fin de evaluar si no habia ningun efecto sobre la actividad de la enzima a-
amilasa, después de haber sido sometida a compresion, se determiné su actividad
in vitro mediante un zimograma. Las zonas blancas en el zimograma son el
resultado de la degradacién del almidén (figuras 11 y 12) debido a la actividad
amilolitica de la enzima a-amilasa. En cuanto a la tincidbn con plata se observa
después del revelado, la presencia de la proteina a-amilasa (figura 12) lo que indica
que la enzima se mantuvo en cada paso de la fabricacion del comprimido. En
resumen, la a-amilasa soporta cada paso del proceso de fabricacion del comprimido

y recubrimiento sin afectar su actividad.

1. Amilasa inmovilizada sin
comprimir

2. Amilasa inmovilizada con
excipientes sin comprimir

3. Amilasa inmovilizada con
excipientes comprimida

4. Amilasa inmovilizada con
excipientes comprimida y
recubierta

Figura 11. Zimograma de la proteina a-amilasa en cada parte del proceso desde que se inmoviliza
hasta que se encuentra dentro de la formulaciéon del comprimido recubierto. La fecha indica la

ubicacion de a-amilasa en su peso molecular (105 kDa). Marcador de peso molecular (Broad
Range Standard BioRad).
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A B

Amilasa inmovilizada con
a-amilasa  excipientes comprimiday Amilasa inmovilizada con
libre recublerta a-amilasa  excipientes comprimiday
libre recubierta

Condicién?2
Desintegracion del
comprimido en buffer
citrato fosfato 20 MM pH 7.

Condicién|
Desintegracion del
comprimido en buffer
citrato fosfato 25 mM pH 5.

Elucion con B-ciclodextrina
8 mM en buffer citrato
fosfato 25 mM pH 5.

Elucion con B-ciclodextrina
8 mM en buffer citrato
fosfato 0.025 M pH 5.

Amilasa inmovilizada con

1d P Amilasa inmovilizada con
a-amilasa exmplexisutélo:fznmlda y a-amilasa  excipientes comprimiday
libre libre recubierta

Figura 12. Proteina a-amilasa del comprimido recubierto A-B: Zimograma, C-D: Geles SDS-PAGE revelado

con nitrato de plata. Se realizé bajo dos diferentes condiciones, Condicion 1) la desintegracion se realiz6 en

amortiguador citrato fosfato 25 Mm pH 5 y Condicion 2) la desintegracion se realiz6 en amortiguador citrato-
fosfato 20 mM pH 7, la elucion se realizé con el mismo amortiguador citrato-fosfato 25 mM pH 5.

8.2.2 Evaluaciodn in vitro del efecto de la compresion y recubrimiento
entérico sobre la proteina recombinante TcDFAtag

Los resultados de la evaluacion realizados mediante SDS-PAGE (figura 13) de la
integridad de la proteina recombinante TcDFAtag mostraron a la proteina en su
peso molecular (106.9 kDa) en cada paso del proceso de fabricacion de los
comprimidos, que va desde la inmovilizacion de la proteina (250 ug de proteina en
25 mg de almiddn), el secado, la adicién de excipientes, la compresién aplicando
una fuerza de 750 psi (seleccionada como se explica en la seccién 8.1) y el
recubrimiento entérico. El revelado de la presencia de la proteina por western blot
(figura 14), mostr6 a TcDFAtag en su peso molecular, aun después del
recubrimiento del comprimido. Dado que la funcion de esta proteina es la
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inmunogenicidad y esta sélo podia determinarse después del ensayo in vivo, era
importante ver que la proteina no se viera afectada en su estructura.

MPM 1 2 P 3

MPM

Figura 13. Gel SDS-PAGE al 10% que muestra la estabilidad de la proteina TcDFAtag en cada paso del
proceso. MPM: Marcador de Peso Molecular (Broad Range Standard BioRad). 1. TcDFAtag libre, 2. TcDFAtag
inmovilizada sin comprimir, 3. TcDFAtag inmovilizada con excipientes sin comprimir, 4. TcDFAtag inmovilizada

con excipientes comprimida, 5. TcDFAtag inmovilizada comprimida y recubierta. La fecha indica la ubicacion
de TcDFAtag en su peso molecular (106.9 kDa).
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MPM 2

Figura 14. Proteina TcDFAtag analizada mediante western blot después el recubrimiento del
comprimido. MPM: Marcador de Peso Molecular (Broad Range Standard BioRad). 1.TcDFAtag
libre, 2. TcDFAtag inmovilizada con excipientes comprimida y recubierta. La fecha indica la
ubicacién de TcDFAtag en su peso molecular (106.9 kDa).

8.3 Elaboracion de la forma farmacéutica intranasal para el sistema
vacunal almidén-DF Atag-antigenos

Debido a que la accion del principio activo o TcDFAtag administrado por via
intranasal depende del tiempo de estancia en el lugar de absorcién y del contacto
con el tejido epitelial nasal de los conejos, para aumentar la accioén de la proteina
recombinante, se incluy6 en la suspensién nasal el alcohol polivinilico (PVA) que
sirve como un mucoadhesivo de alta viscosidad. Las mediciones de la viscosidad
del alcohol polivinilico de diferentes pesos moleculares y diferentes concentraciones
utilizando el viscosimetro Brookfield se resumen en la tabla 11. La viscosidad para
el PVA al 1% con PM 146 000-186 00 fue de 30.36 centipoise y para el PVA 2% con
PM 85 000- 124 000 de 46.33 centipoise. Para la realizacién de la formulacion se
decidio utilizar el PVA al 2% con PM 85 000- 124 000 porque fue el porcentaje con
mayor viscosidad y mejor torque.
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Tabla 11. Mediciones de la viscosidad del alcohol polivinilico (PVA)

Excipiente |Peso molecular pH RPM ;/isc;osidod Promedio|Torque |Promedio |Temperatura
cP
PVA 2% 85000-124000 |5.61 |200 |44.60 46.33 89.2% |91.3% 20°C
200 |47.15 90.3% 20°C
200 [47.25 94.5% 20°C
PVA 1% 146 000—- 186000 |5.29 (200 |30.50 30.36 61.0% [60.7% 20°C
200 [30.35 60.7% 20°C
200 |30.25 60.5% 20°C

Viscosimetro Brookfield, Aguja 1

La formulacion de la suspension nasal la cual consta de: 1. Sistema vacunal
TcDFAtag-almidon, 2. Alcohol polivinilico al 2%, 3. Solucién salina al 0.9% se

muestra en la figura 15.

Suspensién nasal

() 150 pg de TcDFAtag en 7.5 mg de
microparticulas de almidén

@ PVAal2%

© NaCl0.9%

Suspension de 200 pL

Figura 15. La formulacion para la via nasal.
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8.4 Evaluacion in vitro del efecto de la inclusion del mucoadhesivo
sobre la integridad de la vacuna.

8.4.1 Evaluacion in vitro del efecto de la inclusion del mucoadhesivo
sobre la integridad de la proteina a- amilasa

Para evaluar si hubo algun efecto de la adicion del mucoadhesivo sobre la actividad
de la a-amilasa, se hicieron ensayos de actividad en zimograma. En la figura 16 se
observan bandas blancas donde hubo degradacion del almidén por efecto de la
actividad de a-amilasa libre mezclada con PVA al 2%, sin embargo, en el ensayo de
la a-amilasa inmovilizada en almidén y mezclada con el PVA al 2% no se observo
nada debido a que la muestra no corrié adecuadamente en el gel y por lo tanto se
volvio a analizar. En la figura 17 se siguio el procedimiento indicado en el apartado
7.5.1, donde se pudo observar a diferencia de la figura 16 la actividad de a-amilasa
inmovilizada en almidon después de estar en contacto con el PVA al 2%, indicando

que no hubo efecto de la adicion del mucoadhesivo sobre la actividad de la enzima.

Actividad enzimdtica de la
proteina  inmovilizada en
presencia de PVA:

. a - amiasa unida a

almidén en buffer

2. a-amilasalibre + PVA 2%
3-5. a -amilasa inmovilizada
almidén+PVA 2%

Figura 16. Actividad enzimatica de a-amilasa analizada mediante zimograma en presencia de PVA
al 2%. Marcador de Peso Molecular (Broad Range Standard BioRad).
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MPM: Marcador de
Peso Molecular
1.a-amilasa

inmovilizada en
almidén

2. a-amilasa
inmovilizada en

almidén + PVA 2%

Figura 17. Actividad enzimética de a-amilasa analizada mediante zimograma después de estar en
presencia de PVA al 2%. MPM: Marcador de Peso Molecular (Broad Range Standard BioRad).

8.4.2 Evaluacion in vitro del efecto de la inclusion del mucoadhesivo
sobre la integridad de la proteina recombinante TcDFAtag

Los resultados de la evaluacion realizados mediante SDS-PAGE y western blot
(figura 18) de la integridad de la proteina recombinante TcDFAtag, mostraron a la
proteina en su peso molecular (106.9 kDa) después de haber estado en presencia
de PVA al 2%, lo que indica que no hubo afectacion de la estructura de TcDFAtag

después de haber estado en contacto con el mucoadhesivo.

A. B.
3 MPM ]
180
h 130
| 100 1. TcDFAtag libre
W25 " 2. TcDFAtag _
inmovilizado en | *
almidoén
e 3. TcDFAtag+ PVA 2%
28
'].7

Figura 18. Proteina TcDFAtag analizada mediante A: Gel SDS-PAGE y B: Western blot después
de estar en presencia de PVA al 2%. MPM: Marcador de Peso Molecular (Broad Range Standard
BioRad). La fecha indica la ubicacién de TcDFAtag en su peso molecular (106.9 kDa).
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8.5 Evaluacion de la actividad bioldgica in vivo de la vacuna

Para determinar el efecto de la forma farmacéutica en la inmunogenicidad de la
proteina TcDFAtag, se evalué la respuesta inmune humoral y celular en conejos.
Para la respuesta inmune humoral se rastrearon anticuerpos séricos anti Tc en los
animales de todos los grupos. Los resultados de ELISA mostraron un mayor titulo
lgG en el grupo de suspension oral en amortiguador citrato-fosfato 10 mM pH 7, en
comparacién con el grupo naive (control negativo) y el grupo que recibié los
comprimidos, en los dias 35 y 41 (Figura 19.Ay anexos 7 y 8).

En cuanto a los grupos que recibieron la proteina por via intranasal, al igual que
ocurrié con los comprimidos, la proteina sin forma farmacéutica fue la que indujo
mayor titulo de anticuerpos en comparacién con el grupo naive y el grupo de

suspensién nasal, en los dias 21 y 41 (Figura 19. By anexos 7 y 8).

A IgG total anti Tc
B.
170000+
[CINAIVE 1gG total anti Tc
160000+ -COMPR|M|DO ORAL 60000+ = NAIVE
I I SUSPENSION ORAL o SUSPENSION NASAL
9 1500004 g
2 40000 4000 EN PVA 2%
E " 1 B 5USPENSION NASAL
3
20000- F
20000+
E '_'I |_|I
D4 D21 D28 D35 D41 s
D14 D21 D28 D35 D41

Figura 19. Induccién de los anticuerpos IgG anti-Tc especificos en los sueros de conejos inmunizados (A) por
via oral y (B) por via nasal. Sueros obtenidos de pool de cada grupo de conejos, la absorbancia de fondo
promedio (preinmune) se rest6 de la absorbancia de cada muestra.

Por otra parte, para determinar la respuesta inmune celular, se evalu6 la presencia
de INF-y en sobrenadante de cultivo celular de células de bazo estimuladas con 20
ug de las proteinas Tc y TcDFA. Como se muestra en la figura 20 en ninguno de los
sobrenadantes se detecté la citocina, indicando que sin importar la presencia o no

de una forma farmacéutica, la respuesta inducida con la vacuna fue principalmente
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humoral bajo el esquema de administracion cada 7 dias en tres ocasiones y con

refuerzo al dia 35.

INF-y pg/mL

g

2000+

1500+

1000+

B.
INAIVE 5000 NAIVE
-COMPRIM\[’)O ORAL 3 4000+ =} EN PVA 2%
@ SUSPENSION ORAL E B g 5pensiON NASAL
& 30004
[+ }
u 20004
=z
10004
0-
& A0 A0 AR
K o X o 4 \g \g
F 0 &L S m“« & &
o ENEN N F ¥ A A A
WA G & a4t
& W4

Figura 20. INF-y en sobrenadante de cultivo de esplenocitos especifica de Tc y TcDFA, a partir de
esplenocitos aislados de conejos inmunizados con proteina TcDFAtag con y sin forma farmacéutica por (A)
via oral y (B) via nasal. Los esplenocitos de todos los grupos liberaron INF-y después del estimulo con el
mitégeno (ConA).

9. DISCUSION

El DFAtag permite la union especifica de proteinas recombinantes sobre
microparticulas de almidén, lo que ha permitido su uso como un vehiculo para la
administracion oral y nasal de antigenos a ratones Balb-c sanos (Patente No.
347183). Con este sistema también se ha demostrado que las proteinas fusionadas
con el dominio e inmovilizadas en la superficie de la particula, tienen una mejor
estabilidad en condiciones gastricas e intestinales simuladas (Moreno-Mendieta,
2014. Tesis de Doctorado, UNAM), asi como una estabilidad prolongada de hasta
100 dias almacenadas en seco y sin otros aditivos (Martinez, 2017, Tesis de
Licenciatura, UNAM). Estas ventajas, asi como su inocuidad y biocompatibilidad
resultan importantes para cualquier vacuna. Sin embargo, como cualquier otro
medicamento, las vacunas también requieren de una forma farmacéutica adecuada
que procure otros beneficios tales como facilidad de dosificacién, administracién,

fabricacidon y almacenamiento, todo a bajo costo.
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Cuando la via de administracién de una vacuna es oral, el antigeno debe atravesar
las condiciones del tracto digestivo desde la boca hasta el intestino delgado. La
presencia de enzimas como amilasa salival y pancréatica y proteasas como pepsina
y quimiotripsina, asi como un pH &cido en el estbmago son algunas de las barreras
a superar antes de llegar al sitio de induccién de respuesta inmune en GALT. Alli el
antigeno debe ser capturado eficientemente por las células M y las células
presentadoras de antigenos profesionales (las células dendriticas), quienes lo
procesan y presentan a linfocitos T para una consecuente induccién de respuesta
inmune adaptativa bien sea humoral o celular (O’"Hagan 1998). Por lo tanto, la
duracién y la magnitud de la exposicion al antigeno integro son fundamentales por
esta via para lograr la activacion de células de memoria, especialmente porque el
intestino esta constantemente expuesto a todo tipo de antigenos de fuente
enddgena y exdgena (Moyer et al., 2016).

El desarrollo de las vacunas ha sido muy lento y de manera empirica, siendo las
formas farmacéuticas parenterales empleadas primordialmente que las mucosales
(Morefield et al., 2011). En este trabajo se propuso la formulacién de una vacuna en
un comprimido, partiendo del sistema vacunal DFAtag/antigenos el cual esta
compuesto de antigenos inmovilizados en el almiddn, material que se ha utilizado
como excipiente de compresion directa que facilita su fabricacion. Por otra parte, se
considerd que por via oral s6lo hay reportado el uso de una vacuna en tabletas,
exclusiva para su administracion a los militares en EE. UU y que se compone de
dos tabletas, una con adenovirus tipo 4 y otra con adenovirus tipo 7, cada una con
recubrimiento entérico y compuesta de los excipientes lactosa, celulosa
microcristalina, polacrilina de potasio y estearato de magnesio (Gray et al., 2018).
También se consideré que, con el comprimido, ademas de buscar proteger al
maximo y liberar en el sitio indicado al antigeno, también se buscaba mayor

estabilidad de la vacuna en condiciones de almacenamiento.

La integridad estructural de TcDFAtag inmovilizada en el almidon se evalu6 in vitro
mediante analisis SDS-PAGE y western blot. Los SDS-PAGE revelaron bandas en
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el peso molecular de 106.9 kDa tanto de la proteina libre como de la proteina
durante todo el proceso de fabricacién del comprimido con recubrimiento pelicular,
lo cual se confirmé con un western blot, indicando que la integridad estructural del
antigeno en la formulacion se conservaba.

En este trabajo se observé que la administracion de la suspension oral, bajo el
esquema de inmunizacion y las dosis utilizadas, indujo una respuesta de
anticuerpos especificos anti-Tc en el dia 35, tres semanas después de estar frente
al antigeno, y el dia 41 con un titulo de anticuerpos aproximado de 160 000. Sin
embargo, este titulo obtenido con la suspensién no fue alcanzado con la
administracion del comprimido recubierto. Dado que la respuesta inmune puede
verse afectada no solo por el antigeno, sino por factores como la naturaleza del
vehiculo, la dosis del antigeno y el protocolo de administracion (Raghuvanshi et al.,
2002), no se puede descartar que la formulacion en forma de comprimido pueda ser
de utilidad en otro modelo animal, bajo otro esquema de administracidn y/o en otras
dosis.

También resulta importante sefalar que, aunque las pruebas cualitativas indicaron
que los pasos de adicibn de excipientes de disgregacion, compresion y
recubrimiento no afectaron la integridad de la proteina, es posible que, si hayan
afectado la inmunogenicidad del antigeno, derivado de la presencia de los
componentes del comprimido en el intestino interfiriendo con la presentacion y

procesamiento antigénico.

Por su parte, la vacunacion por via nasal es muy atrayente debido a que resulta de
facil administracion y a diferencia de lo que ocurre por via oral, el ambiente para el
antigeno no es tran drastico en términos de pH y proteasas. Ademas, en la capa del
epitelio de la mucosa nasal también se encuentran las células M y una alta densidad
de células dendriticas constituyendo el NALT y que median la respuesta inmune
tanto local como sistémica (Pawar et al., 2013; Dehghan, 2018).
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El mayor obstaculo para la formulacion de vacunas por esta via sin embargo, es
romper la barrera mucosal, presentando al antigeno de manera eficiente al sistema
inmunitario de la mucosa y superando la tolerancia natural en las superficies de la
mucosa sin causar efectos adversos (Pawar et al., 2013). Otro obstaculo es el
mecanismo de depuracion mucociliar en el tracto respiratorio, el cual proporciona
una defensa contra particulas inhaladas incluyendo bacterias e irritantes (Pandey et
al., 2010). Los sistemas portadores poliméricos como vehiculos de administracidn
de vacunas mejoran la captacidén nasal y la respuesta inmune (Pawar et al., 2013).
El sistema DFAtag-antigenos ha demostrado reunir las condiciones para su
administracion por esta via, en especial por el tamano de particula que esta entre 2
y 4 um, pues se ha visto que para una administracién eficaz de vacunas por via
nasal, el tamafno de la particula debe ser inferior a 10 um, lo que permite una
eficiente interaccion con las células del sistema inmune y potenciar la mucoadhesién
(Pirouzmand et al., 2016).
La integridad estructural de TcDFAtag inmovilizada en el almidén administrada via
nasal también se evalud in vitro mediante analisis SDS-PAGE y western blot,
observandose bandas en el peso molecular de la proteina (106.9 kDa) después de
haber estado en contacto con el PVA al 2%.
La suspension administrada via nasal en el esquema y dosis sefaladas obtuvo un
titulo aproximado de 50 000 al dia 41. Titulo superior al obtenido con la vacuna que
contenia el PVA al 2% como mucoadhesivo, en cuyo caso el titulo fue de ~3000.
Esto podria indicar que las particulas de almidon sin el PVA pudieron ser
transportadas méas facilmente a través de la mucosa nasal y alcanzar la capa
subepitelial que es altamente irrigada por los vasos linfaticos y capilares. Sin
embargo, es importante resaltar que en ambos casos el titulo de anticuepos
obtenido es superior a lo reportado con otros sistemas de entrega a base de
polimeros naturales en ensayos de inmunizacién intranasal que también utilizaron
conejos y como antigeno modelo a la toxina tetanica. Por ejemplo, las microesferas
de alginato con las que obtuvieron un titulo anticuerpos de ~1000 en el dia 42
(Tafaghodi et al., 2006) y con microesferas de dextrano se obtuvo un titulo de ~
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1000 en el mismo dia (Sajadi et al., 2008). En ambos estudios administraron toxina
tetanica adsorbida en aluminio como adyuvante mediante inyeccion intramuscular,
obteniendo un titulo de ~ 9000.

También resulta importante resaltar que durante el periodo de adminsitracién no se
observaron signos de irritacion nasal, por lo que se descarta que el dano a la
mucosa fuera la razén de la falta de respuesta, ademas que el PVA se utiliza en
formulaciones oftalmicas para humano como Liquifiilm®, Refresh®Classic y
Murine®.

Otros sistemas administrados por esta via, tales como la combinacion de antigenos
con CpG o encapsulados de alginato pueden modular la respuesta e inducir la
secrecion de citocinas Th1 como INF-y y TNF-a (Dehghan, 2018). Estudios previos
con el sistema DFAtag-almidon habian demostrado que puede participar en la
modulacién de la respuesta inmune hacia el antigeno, favoreciendo un perfil de
respuesta inmune celular hacia el antigeno Acr de M. tuberculosis cuando se
administré via nasal a ratones Balb-c sanos en un esquema de dos dosis repetidas
cada 21 dias (Moreno-Mendieta et al., 2014). Sin embargo, en el modelo de estudio
(conejos Nueva Zelanda sanos), con el antigeno TcDFAtag y bajo un esquema de
administracion de cada 7 dias con refuerzo al dia 35 y sin importar la presencia o
no de una formulacion, no se observo la polarizacion de la respuesta.

Hasta aqui y con los ensayos realizados no es posible determinar si la adicion de
los excipientes para la formulacion oral, especialmente el almidon que es insoluble
afect6 la presentacién del antigeno, pues como demostraron los ensayos in vitro, ni
la adicién de los excipientes ni el proceso de fabricacion del comprimido afectaron
de forma visible a la proteina. Para la formulacion nasal por su parte, tampoco es
posible esclarecer si el PVA afecta la inmunogenicidad de la proteina. Es posible
que monitorear la respuesta de anticuerpos mas alla de los 41 dias podria haber
permitido observar la consolidacién y maduracién de la respuesta. Sin embargo, no
puede descartarse a futuro probar otros excipientes como diluyentes o bien realizar
la formulacién de una suspensién o preparacion en polvo para atomizar.
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10. CONCLUSIONES

La integridad de la proteina recombinante fragmento C de la toxina tetanica
(TcDFAtag) inmovilizada en almidon se mantuvo durante el proceso de fabricacion
de los comprimidos recubiertos para administracion oral y también después de estar
en contacto con el alcohol polivinilico al 2% utilizado como mucoadhesivo para la
administracion intranasal, tal como lo indicaron los anélisis de SDS-PAGE y western
blot.

Ningunas de las dos formas farmacéuticas administradas por via oral y nasal

provoco algun efecto adverso durante el estudio.

La administracidén por via oral e intranasal de la suspension de la vacuna genero
respuesta inmune de anticuerpos especificos anti Tc en los conejos Nueva Zelanda,

siendo mayor la respuesta por la via oral.
La respuesta inmune inducida fue principalmente humoral.

La respuesta de anticuerpos obtenida es incluso mayor que la reportada en otros
ensayos de inmunogenicidad en conejos utilizando otros acarreadores poliméricos.
Sin embargo, la respuesta inmune de los conejos que recibieron las formas
farmacéuticas no fue mayor a la de los animales que recibieron la vacuna en

suspension.

Es la primera vez que se demuestra que el sistema almidén-DFAtag-antigenos
funciona en otro modelo animal mas grande (conejos Nueva Zelanda) y que a
diferencia de los ratones no es singénico.
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12. ANEXOS

ANEXO 1. Produccioén y purificacion de la proteina a-amilasa.

Para producir la enzima se preparé un preinéculo de Lactobacillus amylovorus que
secreta la proteina a-amilasa. Esta bacteria se sembr6 al 1% en medio MRS a partir
del preinéculo y se dej6é incubando durante 16 h. Posteriormente se centrifugd
(10minutos a 10 0000 rpm a 4°C) y se recolectd el sobrenadante, desechando las
células. Se agregd almidon previamente lavado (3 veces con agua deionizada y la
ultima con amortiguador de citrato-fosfato 0.025 M pH 5) y se dejé incubando
durante 2 h, una vez transcurrido el tiempo de incubacion se centrifugd (a 8000 rpm
durante 5 minutos a 4°C) se separé el sobrenadante y se conservé el almidén que
tenia unida la proteina por medio del DFA. Se realizaron 5 lavados con amortiguador
de citrato-fosfato 0.025 M pH 5, posteriormente se eluyé con solucion de B-
ciclodextrina 8 mM. Se recolect6 el sobrenadante de cada elucidon y se refrigerd. Se
realiz6 didlisis con punto de corte de 50 micras para obtener la proteina limpia y se
cuantificéd por absorbancia a 280 nm y se inmovilizé la cantidad seleccionada en la
cantidad de almiddn correspondiente. Para el secado se retir6 el sobrenadante y se
coloc6 etanol al 50%, se centrifugd a 8000 rpm durante 5 minutos a 4°C y
posteriormente se colocé etanol absoluto, se centrifugé a 8000 rpm durante 5

minutos a 4°C, y se dej6 secar a temperatura ambiente.

ANEXO 2. Zimograma

Es una técnica electroforética que permite observar actividad de enzimas. En este
caso se analiz6 la actividad de la a-amilasa de L. amylovorus después de incubar
el gel en una solucion de almidén. Se corrieron las muestras en un gel
desnaturalizante al 10% de poliacrilamida (SDS-PAGE) a un voltaje constante de
20 mA. Después de la electroforesis, los geles se lavaron dos veces con
amortiguador citrato-fosfato 20 mM pH 5 durante 15 minutos a temperatura
ambiente y se dej6 incubando durante la noche en el mismo amortiguador a 4° C.
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Se retird el amortiguador y se adicion6 una solucién de almidén al 0.5% en
amortiguador citrato-fosfato 20 mM pH 5 y se dej6 incubando 2 h a temperatura
ambiente con agitacion. Las bandas de proteinas que contienen actividad amilolitica

se visualizaron mediante tincién con una solucién de yodo al 2%.

Tincion de Plata

La muestra se corrid6 en SDS-PAGE al 10% a un voltaje constante de 20 mA,
posteriormente se realizé la tincion utilizando el kit Dodeca™ Silver Stain, BioRad
Cat No0.1610480, se colocaron durante toda la noche en solucién de fijacion (etanol:
acido acético (5:1)), se sensibilizaron durante 30 minutos y se lavaron con agua
desionizada. La tincién se llevé a cabo utilizando una solucion de nitrato de plata al
2% durante 30 minutos seguido de un lavado cuidadoso con agua megapura
durante un 1 minuto. El gel se revel6 durante 15 minutos hasta que aparecieron
bandas de proteina, y la reaccién se detuvo lavando con solucién de paro durante

10 minutos, posteriormente se lavoé con agua megapura.

ANEXO 3. Produccion y purificacion de la Proteina Recombinante
TcDFAtag

Para la produccion de la proteina recombinante TcDFAtag como se especifica en
Guillén et al., 2013, se creci6é un preindculo durante 24 h a 29°C en medio LB con
ampicilina (100 pg/mL) para activar a las células, posteriormente se sembraron al
1% en 1 L del mismo medio y se crecidé durante 15 h a 29°C. Cuando el cultivo
alcanzé una D.O. de 0.5-0.6 se agreg6 el inductor (IPTG 0.1 mM) y se dejé
incubando por 6 h. Posteriormente se cosecharon las células y se lavaron con
amortiguador citrato-fosfato 20 mM pH 7.0. Las células se lisaron por sonicacién
dando tres pulsos de 60 Hz por 10 s con amortiguador de lisis (citrato-fosfato 20 mM
pH 7.0, inhibidor de proteasas 1:1000, tritébn al 1% y maltosa 10 mM) y dejando
reposar 1 min entre cada pulso. El lisado se centrifugé a 4 °C durante 15 min a
15000 rpm y se aparté el sobrenadante. El botén celular se resuspendio
nuevamente en amortiguador y se sonicd dando tres pulsos de 20 s de duracion y
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al finalizar se juntd el nuevo lisado con el sobrenadante obtenido anteriormente.
Nuevamente se centrifugd a 15000 rpm durante 15 min y se recolecté el
sobrenadante donde se encuentra la proteina de fusion.

Para la purificacién, el lisado obtenido se incub6 con el almidén (SIGMA S4180)
previamente lavado (tres veces con 25 mL de agua mega pura y el ultimo lavado
con 25 mL de amortiguador citrato-fosfato 20 mM pH 7 entre cada lavado se
centrifugaron a 8000 rpm por 4 min) durante 2 h, en agitacion ligera a 4°C. Pasado
el tiempo de incubacion se centrifugé a 8000 rpm durante cuatro minutos a 4°C, se
separo el sobrenadante y recupero el almiddn con la proteina unida por medio del
DFAtag. Una vez realizados los lavados se eluy6 con solucion de B-ciclodextrina 8
mM preparada en el amortiguador citrato-fosfato 20 mM pH 7.0. Se realiz6 didlisis
con membrana de punto de corte de 50 micras para obtener la proteina limpia y sin
B-ciclodextrina. La cuantificacion se realizé por espectrofotometria midiendo la D.O.
a 280 nm y con el coeficiente teérico de extincibn molar, para posteriormente
inmovilizar la cantidad seleccionada en la cantidad de almidén correspondiente.

MPM 1 2 3

Figura 21. Gel SDS-PAGE al 10% que muestra MPM: Marcador de marcador de peso molecular (Prestained
Protein Ladder), 1-3: Eluatos del 1 al 3. La flecha indica la ubicacion de TcDFAtag en su peso
molecular (106.9 kDa).

Para el secado se retir6 el sobrenadante y se coloco etanol al 50% se centrifug6 por
5 minutos a 8000 rpm y posteriormente se coloco etanol absoluto y se centrifugé a
8000 rpm por 5 minutos, dejando secar a temperatura ambiente.
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ANEXO 4. Electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Los geles para SDS-PAGE consistieron en un gel de separacion al 10% y el gel de
concentracion al 4% segun Laemmli, 1970. El marcador de peso molecular de la
proteina (Broad Range Standard BioRad) se utiliz6 como referencia, la muestra se
dejé correr en el gel dentro de una camara electroforética a 20 mA. Después del
SDS-PAGE, el gel se tifi6 con azul Coomassie al 0.2% durante 20 minutos. El gel
se decolor6 usando una solucidon destincion que contenia etanol-acido acético
glacial (20:10).

Western blot

Se corrieron las muestras en un gel SDS-PAGE al 10% y se transfirido durante 1.5
horas a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Immobilon-P, Merck)
a 60V y se dejé secar durante toda la noche a temperatura ambiente. La membrana
fue bloqueada en 3% (p/v) de leche descremada en polvo e incubada en una dilucién
1/5000 de anticuerpo primario monoclonal de raton anti-histidinas en Tween 20 al
0.05% y amortiguador fosfato salino (PBS) durante 1.5 hora a temperatura
ambiente. Las membranas se lavaron tres veces con PBS-Tween al 0.05% (PBS-T)
durante 5 minutos y se incubé en dilucién 1/5000 de anticuerpo secundario anti-IgG
de ratén unida a fosfatasa alcalina (invitrogen) en PBS-T 0.05% durante 1.5 hora.
Después de los lavados, la deteccion se realizd utilizando el sustrato 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato (BCIP)/ nitroazul de tetrazolio (NBT) (invitrogen), el cual
desarrolla una reaccién azul oscuro insoluble y permanente en la presencia de

fosfatasa alcalina.
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ANEXO 5. Produccion y purificacion de la Proteina Tc

Se cultivaron células E. coli BL21 (DE3) que expresan la proteina Tc en medio LB
suplementado con ampicilina (100 g / mL) durante 12 h a 29 ° C. La expresién de
proteinas se indujo mediante la adicion de isopropil-p-D-tiogalactopiranésido (IPTG)
a una concentracién final de 0,1 mM, y la incubacion se continu6 a 29 ° C durante 6
h. Las células se recolectaron (10 000rpm durante 10 min a 4 ° C) y ser lisaron por
sonicacion con amortiguador de lisis (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10
mM, Tritdbn al 1%, inhibidor de proteasa 1:1000). Las proteinas se purificaron
utilizando un sistema AKTA Prime (GEHealthcare) por cromatografia de afinidad a
una columna de Ni2+. Después de lavados exhaustivos con amortiguador de union,
la proteina unida se eluy6é con amortiguador de elucién (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300
mM, Imidazol 500mM) a una velocidad de 1 ml / min durante 40 min.

MPM

Figura 22. Gel SDS-PAGE al 10% que muestra MPM: Marcador de marcador de peso molecular (Prestained
Protein Ladder), Eluatos de Tc . La flecha indica la ubicacion de Tc en su peso molecular (53.6 kDa).
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ANEXO 6. Obtencion de Células de bazo y cultivo

Cada bazo se dividio en tres partes y se colocé en 800 uL de medio RPMI-1640 sin
complementar (Gibco, USA) en tubos de 1.5 mL. Se maceraron y filtraron por una
malla de 70 mm, se centrifugd durante 5 minutos a 1500 rpm a 4°C, y se eliminé el
sobrenadante, las células se resuspendieron con un 1 mL de solucién de lisis, se
incubaron en hielo durante 4 minutos y se volvi6é a centrifugar (5 minutos a 1500
rpm) el paso se repitid hasta la remocion total de los eritrocitos. Las células se
resuspendieron y se lavaron dos veces con el medio RPMI + suero fetal bovino
(SFB) 5% (Gibco, USA). Finalmente, el pellet celular se resuspendié en 1 mL del
medio y el numero total de células y viabilidad se determinaron haciendo tincién con
azul de tripano 0.4%. Después del conteo se centrifugaron las células 5 minutos a
1200 rpm, se desechd el sobrenadante y se le afadid 1 mL del medio de
congelacién (DMSO 10%, SFB 90%) al pellet celular y se congel6 a -70°C hasta su
uso.

Para el cultivo, las células se descongelaron pasando de -70°C a bafno de 37°C, se
pasaron con 5 mL de RPMI complementado sélo con SFB 10% y Anti-Anti 1X,
precalentado a 37 °C y se centrifugd a 1500 rpm, 5 min a temperatura ambiente. Se
descart6 el sobrenadante por decantacién y se repitié el lavado. Se adicion6 1 mL
del medio y se repiti6 el conteo con el azul de tripano (90 uL del azul de tripano 0.4%
y 10 uL de las células). Se centrifugd a 1500 rpm, 5 min a temperatura ambiente y

se descartd el sobrenadante por decantacion.
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ANEXO 7. Anticuerpos IgG anti Tc expresados en absorbancia

Pl D14 D21 D28 D35
NAIVE X DE X DE X DE X DE X
75 1.3527 0.0264 1.5984 0.0583 1.6824 0.0016 1.6784 0.0221 1.6305
150 1.0604 0.1168 1.2169 0.0579 1.308 0.1092 1.5087 0.2034 1.4558
300 0.8443 0.0882 1.1415 0.1053 1.2816 0.0023 1.1904 0.0396 1.2573
600 0.6628 0.1136 0.8919 0.0148 1.0333 0.0055 0.9527 0.0356 0.9149
1200 0.4737 0.087 0.6329 0.0311 0.7615 0.0494 0.6918 0.0115 0.7138
2400 0.3342 0.0718 0.382 0.0407 0.4864 0.0023 0.4702 0.0342 0.5079
IgG total anti Tc
Naive (control negativo)
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Pl D14 D21 D28 D35
X DE X DE X DE X DE X
75 0.9067 0.0219 0.8773 0.0412 1.0594 0.0471 0.9383 0.0974 0.8797
150 0.7634 0.0293 0.6888 0.029 0.8702 0.0287 0.8478 0.061 0.7371
300 0.558 0.0192 0.5247 0.0326 0.6301 0.0254 0.6127 0.0061 0.6467
600 0.4034 0.0743 0.3226 0.0013 0.4596 0.0325 0.5505 0.0138 0.5269
1200 0.2501 0.0229 0.2185 0.0052 0.3167 0.0302 0.3482 0.0156 0.3699
2400 0.1786 0.0542 0.1286 0.0054 0.2182 0.0048 0.288 0.0051 0.2657
IgG total anti Tc IgG total anti Tc
Comprimido Oral Suspension Ore
1.5+ 2.0+
= P
e D14 r I T
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Dilucién Dilucién
Pl D14 D21 D28 D35
X DE X DE X DE X DE X
75 1.1771 0.122 1.3657 0.075 1.4752 0.267 1.5383 0.0846 1.7233
150 1.0511 0.0832 1.1804 0.0718 1.4433 0.144 1.3563 0.0537 1.5963
300 0.8507 0.0182 1.0119 0.0884 1.1738 0.066 1.2293 0.0377 1.5682
600 0.6836 0.0425 0.7845 0.0309 0.8998 0.0277 0.9316 0.0069 1.199
1200 0.4728 0.0383 0.5094 0.0569 0.634 0.0194 0.7126 0.0267 1.0952
2400 0.2832 0.0275 0.3119 0.0221 0.4314 0.0199 0.5163 0.024 0.8013




Pl D14 D21 D28 D35
EMBOLO NASAL X DE X DE X DE X DE X
75 1.0512 0.0009 0.9395 0.0701 0.82 0.0525 0.8215 0.0199 1.0093
150 0.7884 0.0706 0.7049 0.0194 0.5729 0.038 0.6377 0.0793 0.7611
300 0.6208 0.0144 0.5618 0.0824 0.5014 0.0547 0.5171 0.0037 0.6286
600 0.4339 0.0388 0.4043 0.0124 0.3737 0.0623 0.3534 0.0103 0.538
1200 0.2845 0.0208 0.2474 0.021 0.2365 0.0085 0.2597 0.0105 0.3727
2400 0.1978 0.032 0.1454 0.0049 0.1628 0.0173 0.2003 0.0265 0.2388
IgG total anti Tc IgG total anti Tc
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Dilucién Dilucion
Pl D14 D21 D28 D35
X DE X DE X DE X DE X
75 1.7772 0.1599 1.3108 0.1232 1.3147 0.1461 1.633 0.0777 2.0374
150 1.5335 0.0325 0.9953 0.026 0.8777 0.0626 1.2994 0.0921 1.7149
300 1.1299 0.032 0.7942 0.0883 0.6789 0.0636 0.9807 0.0205 1.5551
600 0.7978 0.1101 0.4551 0.0933 0.4284 0.0136 0.7134 0.033 1.1695
1200 0.5612 0.098 0.3755 0.0049 0.3462 0.0051 0.4724 0.0051 0.8524
2400 0.3956 0.0526 0.2782 0.0107 0.3091 0.0007 0.4071 0.0146 0.6203




ANEXO 8. Anticuerpos IgG anti Tc expresados como titulo

Los datos de absorbancia fueron procesados con el software de escritorio MyAssays (MyAssays Ltd, Sussex, UK, http
parameter-logistic-curve.assay) para calcular el titulo de cada muestra, utilizando el andlisis de Regresion Logistica

método, la absorbancia de fondo promedio (Blanco) se resta primero de la absorbancia de cada muestra. Estas medici
y) se grafican contra los pasos de dilucién (1:75-1:2400) transformados a log10 (eje x) y a continuacion se realiza la reg:
resultante. El promedio de las absorbancias medidas para el Anticuerpo Secundario solamente se grafica como una
cada muestra se calcula como la coordenada X para la interseccion entre la linea de regresion y el promedio de solo £

La grafica final de titulo se obtuvo restando el valor de titulo del suero preinmune

G5 G1 G2 G3 G4

NAIVE COMPRIMIDO ORAL |SUSPENSION ORAL| EMBOLO NASAL |SUSPENSION NASAL
Pl [ 1390 | 813 20910 | 6958 | 13620
pia 13110 3e45 T 16390 6479 laoasy T
21 T 20520 T 4867 T Ioiag T g7a4 T 58080 T
bos 1310 929 33090 Hiogso T 16260
p3s 17060 iieao T 179300 ) 12750 " lagse0 T
D41 30360 11870 182900 10080 65920
MENOS PREINMUNE
D14 1720 -968 -4520 -479 6830
D21 9130 254 490 1786 44560
D28 2220 4683 12180 3992 2740
D35 5670 7027 158390 5792 14840
D41 18970 7257 161990 3122 52400
EJEAO
D14 1720 0 0 0 6830
D21 9130 254 490 1786 44560
D28 2220 4683 12180 3992 2740
D35 5670 7027 158390 5792 14840
D41 18970 7257 161990 3122 52400
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